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I	
A b s tr a c t  
T h e	 t r a n sf o r mi n g	 g r o wt h	 f a ct o r- β	 ( T G F β)	 e x e rt s	 di v e r s e	 eff e ct s	 o n	 r e g ul ati n g	
n u m e r o u s	 bi ol o gi c al	 p r o c e s s e s.	 E s p e ci all y ,	 t h e	 c yt o st ati c	 eff e ct	 of	  T G F β	 i s	
i m p o rt a nt	 f o r	  m ai nt ai ni n g	 ti s s u e	 h o m e o st a si s	 a n d	 p r e v e nti n g	 p r olif e r ati v e	
di s o r d e r s,	 li k e	 c a n c e r.	 P r e vi o u s	 st u di e s	 o n	 t h e	 r e g ul ati o n	 of	 c ell	 c y cl e	 b y	  T G F β	
w e r e 	c o n d u ct e d	 at	 t h e	 p o p ul ati o n	 l e v el,	 a n d	 oft e n	 t h r o u g h	 p h y si c al	 o r	 c h e mi c al	
s y n c h r o ni z ati o n,	  w hi c h	 n e gl e ct e d 	 c ell ul a r	 h et e r o g e n eit y	 a n d	 mi g ht	 i nt r o d u c e	
a rtif a ct s.	 	
T o	 u n d e r st a n d	 h o w	i n di vi d u al	 c ell s	 d e c o d e	 a n d	i nt e g r at e	 T G F β	 si g n al s	i nt o	 c ell	
p r olif e r ati o n	 d e ci si o n s,	  w e	 q u a ntit ati v el y	 c h a r a ct e ri z e d	 b ot h	  T G F β 	 si g n ali n g	
d y n a mi c s	 a n d	 c ell	 c y cl e	 p r o g r e s si o n	 i n	 a s y n c h r o n o u s	 c ell s	 b y	 li v e	 c ell	 i m a gi n g .	
C o m bi ni n g	 e x p e ri m e nt al	 a n d	 t h e o r eti c al	 st u di e s ,	  we	 d e m o n st r at e d	 t h at	  T G F β	
t ri g g e r s	 all -o r -n o n e 	 G 1	 a r r e st ,	  w hi c h	 i s	 b ot h	 d o s e-d e p e n d e nt 	 a n d	 p h a s e -
d e p e n d e nt .	  Wh e n	 e x p o s e d	 t o	  T G F β	 d u ri n g	 S / G 2 / M	 p h a s e ,	 c ell s	 u n d e r g o	 a n	
i n h e rit e d,	 d el ay e d	 a r r e st	 at	t h e	 n e xt	 G 1	 p h a s e.	 I n	 a d diti o n,	aft e r	 o n e	 p ul s e	 of	 T G F β 	
sti m ul ati o n,	 c ell s	 a r e	 r ef r a ct o r y	 t o	 f u rt h e r	 T G F β 	 t r e at m e nt s.	 Co n si d e ri n g	 t h e 	
i m p o rt a n c e	 of	 si n gl e	 c ell	i nf o r m ati o n	 a n d	 c h all e n g e s	i n	 a ut o m ati c	 c ell	t r a c ki n g,	 w e	
p r o p o s e d	 a	 P o p ul ati o n	 t o	 S i n gl e	 c ell	f r a m e w o r k	 ( P 2 S	 f r a m e w o r k)	 t o	i nf e r	 si n gl e -
c ell	li n e a g e s	f r o m	 p o p ul ati o n	 d y n a mi c s.		
T a k e n	 t o g et h e r,	 t hi s	  w o r k	 p r o vi d e s	 n e w	 i n si g ht	 i nt o	 st r at e gi e s	 t o	 c o nt r ol	 c ell	
p r olif e r ati o n	 b y 	 m a ni p ul ati n g	T G F β	 si g n ali n g. 	
K e y	  w o r d s :	 C ell	 c y cl e 	 c o nt r ol ,	 T G F β 	 si g n ali n g,	 h et e r o g e n eit y,	  M ulti -s c al e	
m o d eli n g  

	 III	
Z u s a m m e nf a s s u n g  
D e r	 t r a n sf o r mi e r e n d e	  W a c h st u m sf a kt o r -β	 ( T G F β)	 ü bt	 v e r s c hi e d e n e	
Wi r k u n g e n	 a uf	 di e	  R e g uli e r u n g	 z a hl r ei c h e r	 bi ol o gi s c h e r	 P r o z e s s e	 a u s.	
I n s b e s o n d e r e	 di e	 z yt o st ati s c h e	 Wi r k u n g	 v o n	 T G F β	i st	 wi c hti g,	 u m	 di e	 H o m ö o st a s e	
i n	  G e w e b e n	 a uf r e c ht z u e r h alt e n	 u n d	 p r olif e r ati v e	 St ö r u n g e n,	  wi e	 i n	  K r e b s,	 z u	
v e r hi n d e r n.	 F r ü h e r e	 St u di e n	 z u r	  R e g ul ati o n	 d e s	 Z ell z y kl u s	  mit	  T G F β	  w u r d e n	 a uf	
P o p ul ati o n s e b e n e,	 oft	 d u r c h	 p h y si k ali s c h e	 o d e r	 c h e mi s c h e	 S y n c h r o ni s ati o n	
d u r c h g ef ü h rt.	  D a b ei	  wi r d	 di e	  H et e r o g e nit ät	 a uf	 z ell ul ä r e r	 E b e n e	 v e r n a c hl ä s si gt	
u n d	 di e	  A nf älli g k eit	 g e g e n	 p ot e n zi ell e	  A rt ef a kt e	 e r h ö ht.	  U m	 z u	 v e r st e h e n,	  wi e	
ei n z el n e	 Z ell e n	  T G F β -S i g n al e	 e nt s c hl ü s s el n	 u n d	 di e s e	 i n	 di e	 E nt s c h ei d u n g	 z u r	
Z ell p r olif e r ati o n	 i nt e g ri e r e n,	  w u r d e n	 s o w o hl	 di e	  D y n a mi k	 d e r	  T G F β -Si g n al e	 al s	
a u c h	 di e	 Z ell z y kl u s p r o g r e s si o n	 i n	 a s y n c h r o n e n	 Z ell e n	 d u r c h	 „ Li v e	 C ell	 I m a gi n g“	
q u a ntifi zi e rt.	 I n	  K o m bi n ati o n	 v o n	 e x p e ri m e nt ell e n	 u n d	 t h e o r eti s c h e n	 St u di e n	
w u r d e	 g e z ei gt,	 d a s s	  T G F β	 ei n e n	 „ All e s -o d e r -Ni c ht s -G 1 -	 Still st a n d“	 a u sl ö st,	 d e r	
s o w o hl	 d o si s a b h ä n gi g	 al s	 a u c h	 p h a s e n a b h ä n gi g	i st.	 W e n n	 di e	 Z ell e n	 w ä h r e n d	 d e r	
S	 /	  G 2	 /	  M -P h a s e	  T G F β	 a u s g e s et zt	  w e r d e n,	 e rf a h r e n	 si e	 i n	 d e r	 d a r a uf 	f ol g e n d e n	
G 1 -P h a s e	 ei n e n	 e r e r bt e n,	 v e r z ö g e rt e n	 Still st a n d.	 Z u s ät zli c h	 si n d	 di e	 Z ell e n	 n a c h	
ei n e m	  T G F β -Sti m ul ati o n si m p ul s	 f ü r	  w eit e r e	  T G F β -B e h a n dl u n g e n	 u n e m pfi n dli c h.	
I n	  A n b et r a c ht	 d e r	  B e d e ut u n g	 v o n	 Ei n z el z elli nf o r m ati o n e n	 u n d	 d e n	
H e r a u sf o r d e r u n g e n	 b ei	 d e r 	 a ut o m ati s c h e n	 Z ell v e rf ol g u n g	  w u r d e	 ei n	
R a h m e n k o n z e pt	 v o n	 „ P o p ul ati o n	 t o	 Si n gl e	 C ell“	 ( P 2 S -F r a m e w o r k)	 e r a r b eit et,	 u m	
v o n	 d e r	 P o p ul ati o n s d y n a mi k	 a uf	 di e	  A b st a m m u n g	 ei n z el n e r	 Z ell e n	 z u	 s c hli e ß e n.	
Z u s a m m e n g ef a s st	 bi et et	 di e s e	  A r b eit	 n e u e	 Ei n bli c k e	 i n	 St r at e gi e n	 z u r	  K o nt r oll e	
d e r	 Z ell p r olif e r ati o n	 d u r c h	 M a ni p ul ati o n	 d e r	 T G F β -Si g n al g e b u n g. 	
S c hl a g w ö rt e r: 	 Z ell z y kl u s k o nt r oll e,	  T G F β -Si g n al g e b u n g,	  H et e r o g e nit ät,	  M ulti -
S c al e -M o d elli e r u n g 	
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                           C h a p t er  1
I ntr o d u c ti o n 
E s c a pi n g	t h e	 g r o wt h	i n hi biti o n	 of	 c yt o ki n e	i s	 o n e	 of	t h e	 h all m a r k s	 of	 c a n c e r 1 .	I n	
n o r m al	 ti s s u e s,	 t h e	 h o m e o st a si s	 i s	 ti g htl y	 c o nt r oll e d	 b y	 s e v e r al	 si g n ali n g	 c u e s,	
s u c h	 a s	 E G F R 2 ,	 F G F3 ,	  W nt4 	 a n d	 T G F β 	 s u p e rf a mil y 5 	 si g n ali n g .	  T h e	 a g o ni st	 a n d	
a nt a g o ni sti c	 c yt o ki n e s	 a r e 	a cti v e	 i n	 b al a n c e	 t o	  m ai nt ai n	 p r o p e r	 c ell	 p r olif e r ati o n	
a n d	 c ell	 d e at h 6, 7 .		
T r a n sf o r mi n g	 g r o wt h	 f a ct o r -β 	 (T G F β )	 i s	 a	 pl ei ot r o pi c	 c yt o ki n e	 a n d	 eli cit s	
c o nt e xt -d e p e n d e nt	 r e s p o n s e s.	 N u m e r o u s	 c ell ul a r	 p r o c e s s e s	 a r e	 c o nt r oll e d	 b y	
T G F β,	 w hi c h	 i n cl u d e	 c ell	 p r olif e r ati o n,	 diff e r e nti ati o n,	  mi g r ati o n	 a n d	 a p o pt o si s 8 .	
E s p e ci all y ,	 t h e	 g r o wt h	 i n hi bit o r y	 eff e ct,	  w hi c h	  m a k e s	 T G F β	 t o	 b e	 a	 t u m o r	
s u p p r e s s o r,	 h a s	 b e e n	 st u di e d	 i nt e n si v el y.	T G F β 	st r o n gl y	 i n hi bit s	 p r olif e r ati o n	 b y	
i n d u ci n g	 c ell	 c y cl e	 a r r e st	 at	  G 1	 p h a s e	 i n	  m o st	 c ell	 t y p e s,	 i n cl u di n g	 e pit h eli al,	
e n d ot h eli al	 a n d	 i m m u n e	 c ell s. 	 D y sf u n cti o n	 of	 T G F β 	 si g n ali n g 	 l e a d s	 t o	 h y p e r-
p r olif e r ati o n	 di s e a s e s,	li k e	 c a n c e r 9 .		I n	 t h e	 p a st	d e c a d e s,	 T G F β	 si g n ali n g	 p at h w a y	
h a s	 g ot 	a n	 e x pl o si o n	 of	i nt e r e st 	a s	 a	 p ot e nti al	 cli ni c al	 d r u g	t a r g et 1 0 .	
In	 t hi s	 c h a pt e r,	  w e	 fi r stl y	 gi v e 	 a	 b ri ef 	 o v e r vi e w	 o n	 T G F β	 si g n ali n g 	 a n d	 it s 	
c yt o st ati c	 f u n cti o n.	  T h e n	 w e	 i nt r o d u c e	 t h e	  m et h o ds 	 of	 si n gl e	 c ell	 a n al y si s	 o n	
si g n ali n g 	 e v e nt s 	 a n d	 h o w	 w e	 c a n	 t a k e	 a d v a nt a g e	 of	  m at h e m ati c al	  m o d eli ng	 t o	
b ett e r	 u n d e r st a n d 	c ell ul a r 	b e h a vi o r s. 	 	
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1. 1	  T h e	 T G F β	 si g n ali n g 	
Si n c e	 1 9 7 8, 	w h e n 	T G F β 	w a s	 di s c o v e r e d ,	t r e m e n do u s	 eff o rt s	 h a v e	 b e e n	 p ut	i nt o	
t h e	i d e ntifi c ati o n	 a n d	 c h a r a ct e ri z ati o n	 of	 T G F β	 si g n ali n g 1 1 .	T h e	 m ai n	 c o m p o n e nt s	
i n	t h e	 p at h w a y	 a n d	 m ol e c ul a r	 m e c h a ni s m s	 h a v e	 b e e n	 st u di e d	 e xt e n si vel y. 	
1. 1. 1	  T h e	 c a n o ni c al	 T G F β / S m a d	 si g n ali n g	 p at h w a y 	
I n	 t h e	 c a n o ni c al	 T G F β 	 si g n ali n g	 n et w o r k, 	 t h e	 bi n di n g	 of	  T G F β	 li g a n d	 t o	 t h e	
T G F β	 t y p e	 II	 r e c e pt o r	 ( T β RII)	 i niti at e s	 t h e	 si g n ali n g	 c a s c a d e 	 (Fi g u r e	 1 .1 ).	 Aft e r	
t h at,	 th e	 T G F β	 t y p e	 I	 r e c e pt o r	 ( T β RI )	 i s	 r e c r uit e d	 t o	 t h e	 c o m pl e x,	 b ei n g	
p h o s p h o r y l at e d	i n	 t h e	 G S	 d o m ai n.	T h e n	 t h e	 a cti v at e d	 T β RI	 s p e cifi c all y	 r e c o g ni z e s	
t h e	 r e c e pt o r	 S m a d s	 ( R -S m a d s,	 i n cl u di n g	 S m a d2 	a n d	 S m a d 3)	 a n d	 p h o s p h o r yl at e s	
t h ei r	 C-t e r mi n al	 s e ri n e	 r e si d u e s1 2 .		
	
Fi g u r e	 1 .1 	Di a g r a m	 of	 c a n o ni c al	 T G F β	 si g n ali n g	  p at h w a y. 	T h e	 s i g n ali n g	 p at h w a y	 st a rt s	 f r o m	
t h e	 bi n di n g	 of	T G F β 	t o	T β RII.	 T h e n	 T β RI	i s	 r e c r uit e d	t o	t h e	 c o m pl e x	 a n d	 p h o s p h o r yl at e d.	 Aft e r 	t h at,	
r e c e pt o r	 S m a d s	 ( R -S m a d s,	 i n cl u di n g	 S m a d 2	 a n d	 S m a d 3 )	 t r a n sl o c at e	 t o	 t h e	 T β RI -T β RI I	c o m pl e x	
a n d	 a r e	 p h o s p h o r yl at e d.	  T h e n	 t h e	 p h o s p h o r yl at e d	 R -S m a d s	 f o r m	 oli g o m e r s 	 wit h	 S m a d 4	 a n d	
t r a n sl o c at e	t o	t h e	 n u cl e u s,	a n d	 t h e n	m o d ul at e 	t h e	t r a n s c ri pti o n	 of	t a r g et	 g e n e s.	
T β RI 	 T β RII 	
T G F β 	
S m a d 2 	
S m a d 3	
S m a d 4	
T β RI 	 T β RII 	
T G F β 	
C yt o pl as m	
N u cl e us	
S m a d 4	
S m a d 3	
S m a d 2 	
P	
P	
T ar g et	 G e n es	
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S m a d s	 c o nti n u o u s l y	s h uttl e	 b et w e e n	 c yt o pl a s m	 a n d	 n u cl e u s 	a n d	 t h e	 s h uttli n g 	
i s	  m e di at e d	 b y	 s e v e r al	 i m p o rti n s	 a n d	 e x p o rti n s 1 3 .	 W h e n 	 t h e	 R -S m a d s	 a r e	
p h o s p h o r yl at e d	 a n d	f o r m	 a	 c o m pl e x	 wit h	 S m a d 4,	 T A Z	 bi n d s	t o	t h e	 S m a d	 c o m pl e x	
a n d	 r et ai n s 	it	i n	t h e	 n u cl e u s1 4 .	 T h u s	t h e	n u cl e a r	 e x p o rti n g	 r at e s	 of	 S m a d s	 d e c r e a s e 	
a n d	 a	 T G F β -t ri g g e r e d	 n u cl e a r	 S m a d s	 a c c u m ul ati o n	i s	 o b s e r v e d 1 5 .		
I n	 t h e	 n u cl e u s,	 t h e	 S m a d s	 p r ot ei n	 c o m pl e x	 i n c o r p o r at e s	 wit h 	 D N A -b i n di n g	
c of a ct o r s,	i n cl u di n g	 c o -a cti v at o r s 	( s u c h	 a s	 p 3 0 0,	 S MI F	 a n d	 C B P1 6 )	o r	 c o -r e p r e s s o r s 	
( s u c h	 a s	 S N O N,	 SI P 1	 a n d	 E VI 1 1 7 ),	 a n d	 s el e cti v el y	 bi n d s	 t o	 t a r g e t	 p r o m ot e r s,	
m o d ul ati n g 	t h e	t r a n s c ri pti o n	 of	t a r g et	 g e n e s.		
H u n d r e d s	 of 	 g e n e s	 a r e	 a cti v a t e d	 o r	 r e p r e s s e d	 b y	  T G F β.	 S e v e r al	 s u b s et s	 of	
g e n e s	 a r e	 i d e ntifi e d	 t o	 r e s p o n d 	 t o	  T G F β9, 1 8 (T a bl e	 1 -1 ).	  T h es e	 g e n e s 	 h a v e 	 b e e n	
c at e g o ri z e d	 i nt o	 f u n cti o n al	 g r o u p s,	 w hi c h	 a r e	 f u rt h e r	 di vi d e d	 i nt o	 u p -
r e g ul at e d / d o w n -r e g ul at e d	 s u bt y p e s.	 T h e y 	 r e g ul at e	 t h e	 i nt e r a cti o n s 	 of	 t h e	 c ell s	
wit h	 t h e	 e n vi r o n m e nt,	 b y	 c o nt r olli n g	 t h e	 e xt r a c ell ul a r	  m at ri x	 c o m p o n e nt s	 o r	
c yt o ki n e s	 p r o d u cti o n,	 o r	 b y	 m o dif yi n g 	t h e	t r a n s c ri pti o n al	r e g ul at o r s	 a n d	 si g n ali n g	
n et w o r k s 9 .	
T a bl e	 1 -1 	G e n e s	i n	 r e s p o n s e	t o	 T G F β	 s h a r e d	 b y	t h e	 b r e a st,	 s ki n	 a n d	l u n g	 e pit h eli al	 c ell s 	
F u n c ti o n al g r o u p  T G F β 
r e s p o n s e  
G e n e s  
C y t o s t a ti c p r o g r a m  U p -r e g ul at e d  C D K N 2 A , C D K N 2 B 
 D o w n -r e g ul at e d  I D 1, I D 2, I D 3, c-M Y C  
P a r a c ri n e n e t w o r k  U p -r e g ul at e d  I L 1 1, J A G 1, V E G F, C T G F, F S T L 3, A N G P T 4 
 D o w n -r e g ul at e d  B M P 4, I L 1 β  
Si g n ali n g n e t w o r k  U p -r e g ul at e d  B M P RII, R H O G E F 1 1 4, V D R, E P H B 2, M E K K 4  
 D o w n -r e g ul at e d  P G E -R 4, L D L R, β A R -2  
T r a n s c ri p ti o n al 
n e t w o r k  
U p -r e g ul at e d  J U N B, E T S 2, c-J U N, A T F 3, PI M 1, G A D D 4 5 B, 
M A D 2, M A D 4  
 D o w n -r e g ul at e d  T RI P -B r 2, C / E B P ! , M R G 1 
E x t r a c ell ul a r 
m a t ri x  
U p -r e g ul at e d  P AI 1, A D A M 1 9, u P A, C ol VI -A 1, I T G α 5, 
I T G β 6 
N e g a ti v e f e e d b a c k  U p -r e g ul at e d  S M A D 7, S M U R F 1, S M U R F 2, S N O N  
O t h e r r e s p o n s e  U p -r e g ul at e d  T B X 3, M N 1, I Gl, SI A T 4 A  
 D o w n -r e g ul at e d  S P R Y 2, I A P 3  
* T h e t a bl e i s a d a pt e d f r o m P et e r M. Si e g el et al ( 2 0 0 3 ).  
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S m a d s	 u n d e r g o	 c o nti n u o u s	 n u cl e o c yt o pl a s mi c	 s h uttli n g	 d u ri n g	 a cti v e	 T G F β 	
si g n ali n g,	  wit h	 c y cl e s	 of	 p h o s p h o r yl ati o n 	i n	 c yt o pl a s m	 a n d 	d e p h o s p h o r yl ati o n 	i n	
t h e	n u cl e u s .	N u cl e a r	 a c c u m ul ati o n	 of	 S m a d 	p r ot ei n s 	r e q ui r e s	 c o nti n u o u s	 r e c e pt o r	
a cti vit y ,	a n d	 it 	i s	 c r u ci al	 t o	T G F β -i nd u c e d	 t r a n s c ri pti o n.	 T h e	 d u r ati o n	 of	 n u cl e a r	
S m a d s	 a c c u m ul ati o n	 r efl e ct s	 t h e	 d u r ati o n	 of	 a cti v e	 T G F β 	 si g n ali n g 1 9 ,	  w hi c h	 i s	
i m p o rt a nt	i n	 d et e r mi ni n g	t h e	 s p e cifi c	 bi ol o gi c al	 r e s p o n s es 2 0 .		
T h e	 T G F β / S m a d 	 c a n o ni c al	 si g n ali n g	 pl a y s 	 a n	 e s s e nti al	 r ol e	 i n	  m o st	  T G F β -
i n d u c e d	 r e s p o n s e s.	 S e v e r al	 n o n-c a n o ni c al	 si g n ali n g	 p at h w a y s	 a r e	 al s o	i n v ol v e d	i n	
T G F β	 si g n ali n g,	 w hi c h	 a r e	 S m a d -i n d e p e n d e nt.	
1. 1. 2	  T h e	 n o n -c a n o ni c al	 T G F β 	si g n ali n g	 p at h w a y 	
B e si d e s 	S m a d s,	 s e v e r al	 ot h e r	f a ct o r s	 c a n	 b e	 a cti v at e d	 b y	 T G F β,	 s u c h	 a s	 c -J u n	 N-
t e r mi n al	 ki n a s e	 (J N K),	 p h o s p h ati d yli n o siti d e	 3-ki n a s e	 ( PI 3 K) / A K T,	 T N F	 r e c e pt o r -
a s s o ci at e d	f a ct o r	 4 / 6	 ( T R A F	 4 / 6),	 R h o -li k e	 G T P a s e s	 ( R h o)	 a n d	 mit o g e n-a cti v at e d	
p r ot ei n	 ki n a s e s	( M A P K s) 2 1 	(Fi g u r e	 1 .2 ).		
T h e	 a cti v ati o n	 of	 n o n -S m a d	 p at h w a y s	 r e s ult s	 i n	 di v e r s e	 c ell ul a r	 r e s p o n s e s.	
A m o n g	 t h e m,	  R a s / E r k	 a n d	  R h o A	 si g n ali n g	 a r e	 e s s e nti al	 f o r	 e pit h eli al	 t o	
m e s e n c h y m al	 t r a n siti o n	 ( E M T),	  w hi c h	 i s	 o n e	 of	 t h e	 f u n d a m e nt al	 bi ol o gi c al	
f u n cti o n s	 of	T G F β.	 D u ri n g	 E M T,	t h e	 a d h e r e nt	j u n cti o n s	 a n d	 affili at e d	 p r ot ei n s,	 e. g. 	
E -c a d h e ri n,	 a r e	 d o w n -r e g ul at e d	 a n d	 t h e	 a cti n	 st r e s s	fi b e r s	 a r e	i n d u c e d,	 b y	 w hi c h	
t h e	 c ell	 ac q ui r e s 	 m otil e	 a n d	 i n v a si v e	 p r o p e rti e s 2 2 .	 	 I n	 t h e	 a d v a n c e d	 st a g es 	 of	
t u m o ri g e n e si s,	t h e	T G F β -i n d u c e d	 E M T	 p r o m ot e s	t u m o r	 m et a st a si s.	
J N K/ p 3 8	  M A P K	 si g n ali n g	 p at h w a y	  m a y	 b e	 t h e	 b e st	 c h a r a ct e ri z e d	 n o n -
c a n o ni c al	 T G F β	 si g n ali n g	 p at h w a y.	 I n	 a d diti o n	 t o	 t h e	 c a n o ni c al	 S m a d	 si g n ali n g	
p at h w a y,	t h e	 T R A F 6 -T A K 1 -J N K / p 3 8	 si g n ali n g	 p at h w a y	 al s o	 pl a y s	 a n	 e s s e nti al	 r ol e	
i n	  T G F β-i n d u c e d	 a p o pt osi s,	  w hi c h	 i s	 r e c o g ni z e d	 a s	 t h e 	 t u m o r-s u p p r e s si o n	
f u n cti o n	 of	 T G F β.	 I nt e r e sti n gl y,	 t h e	  T R A F 6 -T A K 1 -J N K / p 3 8	 si g n ali n g	 p at h w a y	 i s	
al s o	 c r u ci al	 i n	  T G F β -i n d u c e d	 E M T,	  w hi c h	 p r o m ot e s	 t u m o r	  m et a st a si s	 i n	
t u m o ri g e n e si s.	  T h e	  T R A F 6-T A K 1 -J N K / p 3 8	 si g n ali n g	 c a s c a d e	 i s	 i niti at e d	 b y	 t h e	
bi n di n g	 of	  T G F β	 li g a n d	 t o	 t h e	  T G F β	 t y p e	 I /II	 r e c e pt o r s.	 T h e	 a cti v at e d 	 c o m pl e x	
i nt e r a ct s	  wit h	  T R A F 6	 a n d	 a cti v at e s	 t h e	 l y si n e-6 3	 ( K 6 3) -li n k e d	 p ol y-u bi q uiti n	
c h ai n s	 o n	 it.	 T h e	  K 6 3 -li n k e d	 p ol y-u bi q uiti n	 c h ai n s	  w o r k	 a s	 s c aff ol d s	 f o r	 t h e	
a s s e m bli n g 	 of	 p r ot ei n	 ki n a s e	 c o m pl e x e s	 a n d	 t ri g g e r	 t h ei r	 a cti v ati o n.	  T h e n	 t h e	
T A K 1,	  w hi c h	 i s	 o n e	 of	 t h e	  M A P 3 K s,	 i s	 r e c r uit e d	 a n d	 a cti v at e d	 b y	 t h e	 p ol y -
u bi q uiti n at e d	  T R A F 6.	  Aft e r	 t h at,	  T A K 1	 a cti v at e s	 d o w n st r e a m	 p at h w a y s,	 li k e	
J N K / p 3 8	 c a s c a d e s2 3 .	 B ut	 T A K 1	i s	 n ot	t h e	 o nl y	m e di at o r 	of	 T G F β -i n d u c e d	J N K / p 3 8.	
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M E K K 1	 a n d	  M L K 3	 h a v e 	 al s o 	 b e e n 	 p r o p o s e d	 t o	 b e	 a bl e	 t o	 a cti v at e	 J N K	 o r	 p 3 8	
M A P K	t h r o u g h	 M K K 4	 o r	 M K K 3 / 6,	 r e s p e cti v el y 2 2 .	
	
Fi g u r e	 1 .2 	 Di a g r a m	 of	  n o n -c a n o ni c al	 T G F β	 si g n ali n g	  p at h w a y. 	 I n	 t h e	 n o n-c a n oi c al	 T G F β	
si g n ali n g	 p at h w a y,	 t h e	 si g n al	 t r a n s mitt e d	 b y	 s e v e r al	 f a ct o r s,	i n cl u di n g	 T R A F 4 / 6,	 PI 3 K,	 R h o A,	 R a s	
a n d 	M A P 3 K 7. 	T h e	fi g u r e	i s	 a d a pt e d	f r o m	 C o st a n z a,	 B 	( 2 0 1 7 ) 2 1 .	
Alt h o u g h	 t r e m e n d o u s	 p r o g r e s s e s	 h a v e 	 b e e n	  m a d e	 t o	 u n d e r st a n d	 t h e	 T G F β	
si g n ali n g	 n et w o r k s 	i n	 t h e	 p a st	 f e w	 y e a r s,	it	i s	s till	 n ot	 cl e a r	 h o w	 t h e	 c o o p e r ati o n	
b et w e e n	 c a n o ni c al	 a n d	 n o n -c a n o ni c al	 si g n ali n g	 p at h w a y s	 l e a d s	 t o	 t h e	
d e t e r mi n ati o n	of	 fi n al	 c ell	f at e.		
1. 2	  Gr o wt h	 c o ntr ol	 b y	 T G F β 	
A m o n g	 t h e	 f u n d a m e nt al	 f u n cti o n s	 of	 T G F β 	 i n	 r e g ul ati n g	 c ell ul a r	 p r o c e s s e s ,	
g r o wt h	 c o nt r ol	i s	 c o n si d e r e d	i n	 t h e	 cli ni c al	 a p pli c ati o n s.	
T β RI 	 T β RII 	
T G F β 	
T β RI 	 T β RII 	
T G F β 	
R h o A 	
R O C K	
C o flili n 	




m T O R 	
Pr ot ei n	s y nt h esis	




C ell	s ur vi v al	
C ell	 pr olif er a E o n	
E M T	
E R K	
T R A F 4/ 6	
N F- k B 	
p 5 0/ p 6 5	
I n fl a m m a E o n	
c ell	s ur vi v al	
M A P 3 K 7	
J N K	 p 3 8	
C ell	 m et ast asis	
C ell	 pr olif er a E o n	
a n gi o g e n esis	
M A P K	
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1. 2. 1	  T h e	 pr olif er ati o n	 c o ntr ol	 b y	 T G F β	i n	 e pit h eli al	 a n d	 n o n -e pit h eli al	 c ell s 	
N u m e r o u s	 st u di e s 	 i n di c at e	 t h e	 c r u ci al 	 r ol e	 of	  T G F β 	 i n	 g r o wt h	 i n hi biti o n	 of	
e pit h eli al	 c ell s ,	 i n cl u di n g	 c ell s	 f r o m	 s ki n,	 c ol o n,	 li v e r,	  m a m m a r y,	 p a n c r e a s	 a n d	
p r o st at e 9 .	 S e v e r al	 d e v el o p m e nt al	 st a g e s	 of	 m a m m a r y	 gl a n d	 a r e	 i nfl u e n c e d	 b y	
T G F β 	 (Fi g u r e	 1 .3 ,	 u p p e r 	 l eft).	  D u ri n g	 p r e g n a n c y	 a n d	 l a ct ati o n,	 th e	 b r a n c hi n g	
d u ct al	 n et w o r k	 of	 vi r gi n	  m a m m a r y	 gl a n d	 u n d e r g o e s	 p r olif e r ati o n	 a n d	
diff e r e nti ati o n 2 4 -2 6 .	  D u ri n g	 t h e	 i n v ol uti o n,	 t h e	 m a m m a r y	 gl a n d	 u n d e r g o e s	
a p o pt o si s	 a n d	 ti s s u e	 r e m o d eli n g	 t o	 r et u r n	 t o	 t h e	 vi r gi n	 f o r m 2 7 .	T h e s e	 st e p s	 a r e	
r e g ul at e d	 b y	 T G F β.	 T h e	 s ki n	i s	 a n ot h e r	 o r g a n	t h at	i s	 s e n siti v e	t o	 T G F β 	(Fi g u r e	 1 .3 ,	
b ott o m	 l eft).	 I nt e r e sti n gl y,	 t h e	 eff e ct s	 of	  T G F β	 o n	 k e r ati n o c yt e	 a r e	 c o nt r a di ct o r y,	
d e p e n di n g	 o n	 t h e 	d e g r e e	 of	 c ell	 diff e r e nti ati o n 	a n d	 t h e	 l e v el	 o r	 t h e	 d u r ati o n	 o f	
T G F β	 si g n al i n g.	 F o r	 e x a m pl e,	i n	t h e	diff e r e nti at e d	 s u p r a b a s al	l a y e r s,	 T G F β	i n d u c e s	
mit o si s 2 8 .	 Ho w e v e r,	it	 c a u s e s	 g r o wt h	i n hi biti o n	i n	t h e	 b a s al	l a y e r 2 9, 3 0 .		
	
Fi g u r e	 1 .3 	T G F β	 c o nt r ol s	 t h e	  p r olif e r ati o n	 of	 e pit h eli al	 a n d	  n o n -e pit h eli al	 c ell s .	U p p e r	l eft:	
S e v e r al	 d e v el o p m e nt al	 st a g e s	 of	  m a m m a r y	 gl a n d 	 a r e	 i nfl u e n c e d	 b y	  T G F β	 d u ri n g	 p r e g n a n c y,	
l a ct ati o n	 a n d	 i n v ol uti o n.	 B ott o m	 l eft:	 T h e	 eff e ct s	 of	  T G F β	 o n	 k e r ati n o c yt e	 a r e	 c o nt r a di ct o r y:	 i n	
diff e r e nti at e d	 s u p r a b a s al	l a y e r s,	 T G F β	i n d u c e s	 mit o si s .	 H o w e v e r,	it	 c a u s e s	 g r o wt h	i n hi biti o n	i n	t h e	
b a s al	l a y e r.	 U p p e r	 r i g ht:	 I n	 e n d ot h eli al	 s y st e m s,	 t h e	 v a s c ul o g e n e si s	 a n d	 a n gi o g e n e si s 	r e q ui r e	 t h e	
i n v ol v e m e nt	 of	 T G F β	 si g n ali n g.	 B ott o m	 ri g ht:	 I n	t h e	i m m u n e	 s y st e m,	 T G F β	 h a s	 s e v e r al	 eff e ct s	 o n	
t h e	 T	l y m p h o c yt e s,	 s u c h	 a s	 p r e v e nti n g	t h e	I L-2	 p r o d u cti o n	 a n d	 T -c ell	 a cti v ati o n. 	
T G F β 	
A p o pt osis	
Mil k	 pr o d u c 3 o n	
Gl a n d	
d e v el o p m e nt	
K er a 3 n o c yt e	
d e v el o p m e nt	
V as c ul o g e n esis 	
A n gi o g e n esi s	
I m m at ur e	
C D 4 + 	 T	 c ell	
A n 3 g e n	
pr es e n 3 n g	 c ell	
M at ur e	 h el p er	 T	
c ell	( T h 1	 or	 T h 2)	
T	 c ell	
a c 3 v a 3 o n	
	
1. 2	 	G r o wt h	 c o nt r ol	 b y	 T G F β 	
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T G F β	 al s o	 c o nt r ol s 	t h e	 p r olif e r ati o n	 of	  m a n y	 n o n -e pit h eli al	 c ell s 	(Fi g u r e	 1 .3 ,	
ri g ht) ,	 s u c h	 a s	 i m m u n e,	 e n d ot h eli al,	 a n d	 n e u r o n al	 s y st e m s.	 V a s c ul o g e n e si s	 a n d	
a n gi o g e n e si s	 r e q ui r e	 t h e	 i n v ol v e m e nt	 of	  T G F β 	si g n ali n g 3 1 ,	 t h o u g h	  T G F β	 i n hi bit s	
g r o wt h	 a n d	 i n d u c e s	 a p o pt o si s	 of	 e n d ot h eli al	 c ell s 3 2 .	  T h e	 o p p o sit e	 eff e ct s	 a r e	
c o n d u ct e d	t h r o u g h	t h e	 a cti v ati o n	 of	t w o	 i s of o r m s	 of	T G F β	t y p e	I	 r e c e pt o r s,	 w hi c h	
a r e	 A L K 1	 a n d	 A L K 5.	 A L K 1	 t r a n s d u c e s	 si g n al	 vi a	 S m a d 1	 a n d	i n d u c e s	 p r olif e r ati o n,	
w h e r e a s	  A L K 5	 a cti v at e s	 S m a d 2 / 3	 t o	 i n hi bit	 c ell	 g r o wt h 3 3 .	 T h e s e	 t w o	 p at h w a y	
a cti v ati o n s	 o c c u r	 i n	 r e s p o n s e	 t o	 diff e r e nt	 li g a n d	 c o n c e nt r ati o n s ,	  w hi c h	 p r o vi d e	
b a si s	 f o r	 t h e	 diff e r e nti al 	 r e s p o n s e s .	 I m m u n e	 s y st e m	 i s	 a no t h e r	 t a r g et	 of	 T G F β -
m e di at e d	 p r olif e r ati o n	 c o nt r ol.	  T h e r e	 a r e	 s e v e r al	 eff e c t s	 of	  T G F β	 o n 	 T	
l y m p h o c yt e s,	 s u c h	 a s	 p r e v e nti n g	 t h e	 i nt e rl e u ki n-2	 (I L -2)	 p r o d u cti o n 3 4 ,	 i n hi biti n g	
T -c ell	 a cti v ati o n,	 i n d u ci n g	 p e ri p h e r al	  T -c ell	 a p o pt o si s 3 5 	 a n d	 i n hi biti n g	 t h e	
diff e r e nti ati o n	 of	 T -h el p e r 1 / 2 3 6 .		
1. 2. 2	  M e c h a ni s m s	 of	 T G F β 	c yt o st ati c	 eff e ct	 i n	t h e	 c ell	 c y cl e	r e g ul ati o n	
M o st	 st u di e s	 o n	 t h e	  m e c h a ni s m s	 of	  T G F β	 c yt o st ati c	 eff e ct	 a r e	 c o n d u ct e d	 i n	
e pit h eli al	 c ell s,	 b ut	 s o m e	 b a si c	 o b s e r v ati o n s	 a r e	 al s o	 c o nfi r m e d	i n	 ot h e r	 c ell	t y p e s.	
C yt o st ati c	 g e n e s	 a r e	 a cti v at e d	 b y	  T G F β	 at	 a n y	 ti m e	 p oi nt	 i n	 t h e 	G 1,	 S,	  G 2	 p h a s e	
d u ri n g	 c ell	 c y cl e,	 b ut	 t h e y	 p ri m a ril y	 t a r g et	 e v e nt s	 i n	  G 1	 p h a s e 9 .	 R e v e r si bl e	  G 1	
a r r e st	 i n d u c e d	 b y	  T G F β	 h a s	 b e e n	 st u di e d	 i n	 l u n g,	 s ki n	 a n d	  m a m m a r y	 e pit h eli al	
c ell s. 		
T h e	 c ell	 c y cl e	 i s	 ti g htl y	 c o nt r oll e d	 b y 	 t w o	 g r o u p s	 of	 p r ot ei n s:	 Cy cli n s 	 a n d	
C y cli n -d e p e n d e nt	 ki n a s e s 	 (C D K s ).	 F o u r	 C y cli n	 p r ot ei n s,	 c all e d	 C y cli n A,	 C y cli n B,	
C y cli n D	 a n d	 C y cli n E,	 fl u ct u at e	 i n	 p r e di ct a bl e	 p att e r n s	 t h r o u g h o ut	 t h e	 c ell	 c y cl e 	
(Fi g u r e	 1 .4 ).	
	
Fi g u r e	 1 .4 	 T h e	 fl u ct u ati o n	 of	 C y cli n	  p r ot ei n s 	 t h r o u g h o ut	 t h e	 c ell	 c y cl e.	 T h e	 C y cli n	 p r ot ei n	
a c c u m ul ati o n s	 c o r r el at e	t o	t h e	 c ell	 c y cl e	 c h e c k p oi nt s	 ( G 1 / S,	 S / G 2	 a n d	 G 2 / M	t r a n siti o n). 	T h e	fi g u r e	
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C y cli n E -C D K 2	 c o m pl e x	 b y	 bi n di n g	 t o	 t h e	 C y cli n E	 s u b u nit	 t h e n	 bl o c ki n g	 t h e	 C D K 2	
c at al yti c	 sit e,	 w hi c h	 r e s ult s	i n	t h e	 ki n a s e	i n hi biti o n 4 1 -4 3 .	
I n	 g r o wi n g	 c ell s,	 c-M y c	 bi n d s	 t o	 t h e	 p r o xi m al	 r e gi o n	 of	 t h e	 p r o m ot e r s 	of	 g e n e	
C D K N 2 B 	 a n d	 C D K N 1 A ,	  w hi c h	 e n c o d e	 p 1 5	 a n d	 p 2 1,	 r e s p e cti v el y4 4 .	  T h u s	 t h e	
t r a n s c ri pti o n	 of	 t h e s e	 t w o	 g e n e s	 i s	 i n hi bit e d.	 T G F β	 a cti v at e s 	 p 1 5	 a n d	 p 2 1	 b y	
c o m bi n ati o n	 of	 r e m o vi n g	t r a n s c ri pti o n al	 r e p r e s si o n	 a n d	t ri g g e ri n g	t r a n s c ri pti o n al	
a cti v ati o n.	  O n	 o n e	 h a n d,	 T G F β	 d o w n -r e g ul at e s 	 c -M y c	 a n d	 r el e a s e s 	 it	 f r om	 t h e	
p r o m ot e r s	 of	 C D K N 2 B 	 a n d	 C D K N 1 A 4 5 .	  O n	 t h e	 ot h e r	 h a n d,	 t h e	  T G F β	 a cti v at e d	
S m a d s	 c o m pl e x e s 	bi n d	t o	t h e s e 	p r o m ot e r s ,	c o o p e r at e 	wit h	 D N A -bi n di n g	 c o -f a ct o r s	
a n d	 a cti v at e	t h e	t r a n s c ri pti o n. 	
I D	 p r ot ei n s	 p r o m ot e	 c ell	 p r olif e r ati o n ,	  w hi c h	 a r e	 d o w n	 r e g ul at e d	 b y	  T G F β .	
T G F β	 c a n	 i n d u c e	 t h e	 t r a n s c ri pti o n	 of	 a cti v ati n g	 t r a n s c ri pti o n	 f a ct o r-3	 ( A T F 3) ,	
w hi c h	 i nt e r a ct s	 wit h	 S m a d	 p r ot ei n	 c o m pl e x	t o	 r e p r e s s	 t h e	t r a n s c ri pti o n	of 	I D 1	1 8 .	
F o r	 I D 2,	 c-M y c	 c a n	 bi n d	 t o	 t h e	 E -b o x	  m otif s	 of	 it s	 p r o m ot e r	 t o	 e n h a n c e	 it s	
t r a n s c ri pti o n.	 T h u s	T G F β -i n d u c e d	c -M y c	i n hi biti o n	l e a d s	t o	t h e	 d o w n -r e g ul ati o n	 of	
I D 24 6 .		
T a k e n	t o g et h e r,	t h e	 a bilit y	 of	 T G F β	t o	i n hi bit	 C y cli n -C D K	 a cti vit y	 a p p e a r s 	t o	 b e	
it s	 st r at e g y	t o	 bl o c k	 G 1 / S	t r a n siti o n	 a n d	c o nt r ol 	c ell	 p r olif e r ati o n .			
1. 3	  Si n gl e	 c ell	 b e h a vi or s	 ar e	 m a s k e d	 b y 	m e a s ur e m e nt s 	o n	 p o p ul ati o n 	
I n	 t h e	 p a st	 d e c a d e s,	 t h e r e	 i s	 a n	 i n c r ea si n g	 i nt e r e st	 i n	 t he	 h et e r o g e n e o u s	
c ell ul a r	 b e h a vi o r s.	 T h e	 h et e r o g e n e o u s	 r e s p o n s e s	  m a y	 b e	 c a u s e d	 b y 	 i n h e r e nt	
st o c h a sti cit y	 i n	 t h e	 bi o c h e mi c al	 p r o c e s s e s 4 7 ,	 t h e	 v a ri ati o n	 i n	 t h e	 n u m b e r s	 of	
p r ot ei n s 	i n	 diff e r e nt	i n di vi d u al	 c ell s	a n d 	s p ati al l y	 p ol a ri z e d	si g n ali n g	 n et w o r k s 4 8 .	
T h u s	 i n di vi d u al	 c ell s	 r e s p o n s e	 diff e r e ntl y	t o	 u nif o r m	 p h y si ol o gi c al	 sti m uli4 9 .		
Alt h o u g h	 t h e	 p o p ul ati o n	 a v e r a g e d	 a s s a y s	 a r e	 p o w e r f ul	 t o ol s	 i n	 bi ol o gi c al	
r e s e a r c h e s ,	t h ei r	li mit ati o n	of	l o si n g	i nf o r m ati o n	 of	 c ell	 h et e r o g e n eit y	i s	 o b vi o u s 4 8 .	
S e v e r al	 p att e r n s	 of	 si n gl e	 c ell	 b e h a vi o r	 c a n 	g e n e r at e	t h e	 s a m e	 p o p ul ati o n	 b e h a vi o r	
w h e n	 a v e r a g e d 	(Fi g u r e	 1 .6 ).	
It	  w a s	 diffi c ult	 t o	  m e a s u r e	 t h e	 l e v el	 a n d	 a cti vit y	 of	 n et w o r k	 c o m p o n e nt s 	 i n	
si n gl e	 c ell s	 d e c a d e s	 a g o.	 F o rt u n at el y,	 t h e	 r a pi d	 d e v el o p m e nt	 of	 t e c h n ol o gi e s 	
all o w s	  m o r e	 p r e ci s e	  m a ni p ul ati o n	 a n d	 d et ail e d	 o b s e r v ati o n s	 at 	 t h e	 si n gl e	 c ell	
r e s ol uti o n.	 F o r	 e x a m pl e,	 t h e	 fl o w	 c yt o m et r y	  m a k e s	 it	 p o s si bl e	 t o	 a c c e s s	 t h e	
di st ri b uti o n	 of 	 si n gl e	 c ell	 b e h a vi o r s.	 C o m bi ni n g	 fl o w	 c yt o m et r y	  wit h	
fl u o r e s c e n c e	i n	 sit u	h y b ri di z ati o n,	 it	 i s	 p o s si bl e	 t o	 d et e ct	  m R N A	 a n d	 p r ot ei n	 i n	
	
C h a pt e r	 1 	I nt r o d u cti o n		
	1 0 	
si n gl e	 c ell s 5 0 -5 3 .	 	  Wit h	 mi c r o s c o p y,	  w e	 c a n	  m o nit o r	 t h e	 m o r p h ol o gi c al	
c h a r a ct e ri sti c s	 of	 i n di vi d u al	 c ell s.	 Si n gl e	 c ell	 s e q u e n ci n g	 p r o vi d e s	 a	 hi g h	 r e s ol uti o n	
of	 m e a s u ri n g	 t h e	 g e n e	 e x p r e s si o n	 p r ofil e s	 of	 h et e r o g e n e o u s	 p o p ul ati o n s 5 4 .	 Li v e	
c ell	i m a gi n g	 all o w s	 u s	t o	 a n al y z e	 si n gl e	 p r olif e r ati n g	 c ell s	 o v e r	ti m e 5 5 .			
	
Fi g u r e	 1 .6 	S e v e r al	  p att e r n s	 of	 si n gl e	 c ell	  b e h a vi o r	 g e n e r at e	 t h e	 s a m e	  p o p ul ati o n	  b e h a vi o r	
o n	 a v e r a g e.	 C ell s	 a r e	 s h o w n	 a s	 ci r cl e s	 a n d	 t h ei r	 si g n ali n g	 a cti viti e s	 a r e	i n di c at e d	 a s	 o r a n g e	 c ol o r.	
T h e	 a v e r a g e	 si g n ali n g	 i n	 e a c h	 p a n el	 i s	 5 0 %.	 	 (A )	  All	 t h e	 c ell s	 si g n al	 at	 5 0 %.	 (B )	  H alf	 of	 t h e	 c ell s	
si g n al	 at	 0 %	 a n d	 h alf	 of	t h e	 c ell s	 si g n al	 at	 1 0 0 %.	 (C)	 Si g n al s	 of	t h e	 c ell s	 a r e	 di st ri b ut e d	f r o m	 0 %	t o	
1 0 0 %.	 (D )	 E a c h	 c ell	 di s pl a y s	 s p ati al	 h et e r o g e n e o u s	 si g n al. 	(E)	 C ell s	 a r e	 eit h e r	 si g n al	 at	 0 %	 o r	 1 0 0 %,	
a n d	t h e y	 c h a n g e	i nt o	t h e	 ot h e r	 st at e	 at	 s p e cifi c	ti m e,	 wit h o ut	i nfl u e n c e	t h e	 p o p ul ati o n	 a v e r a g e.	 (F)	
C ell s	 a r e	 eit h e r	 si g n al	 at	 0 %	 o r	 1 0 0 %,	 a n d	t h e y	 c h a n g e	t o	t h e	 ot h e r	 st at e	 st o c h a sti c all y.	 T h e	fi g u r e	
i s	 a d a pt e d	f r o m	 C h e o n g	et	 al	 ( 2 0 1 0 ) 4 8 .	
T h e	 g r o wt h	i n hi bit o r y	f u n cti o n	 of	 T G F β	 h a s	 b e e n	 e xt e n si v el y	 st u di e d.	 H o w e v e r,	
t h e	 k n o wl e d g e	 t h at	  T G F β	 i n d u c e	 c ell	 a r r e st	 i n	  G 1	 p h a s e	 i s	 b a s e d	 o n	 t h e	
o b s e r v ati o n	 of	 a v e r a g e d 	 p o p ul ati o n	 b e h a vi o r s	 at	 s p e cifi c 	 ti m e	 p oi nt s5 6 -5 9 .	  T h e	
e x a ct	 r e s p o n s e	 i n	 i n di vi d u al	 c ell s	 i s	 n ot	 cl e a r.	 F o r	 i n st a n c e,	 it	 i s	 n ot	 k n o w n	 h o w	
l o n g	 a	 c ell	 a r r e st s;	 w h et h e r	 all	 c ell s	 o r	j u st	 p a rti al	 of	 t h e m	 a r e	 aff e ct e d;	 a n d	 h o w	
t h e	 r e s p o n s e	 diff e r s	 u p o n	 diff e r e nt	li g a n d	 d o s e s	 o r	 sti m ul ati o n	 ti m e	at	 t h e	 si n gl e	
c ell	l e v el.	 	
I n	a d diti o n,	 t o	i n v e sti g at e	 p h a s e -d e p e n d e nt 	b e h a vi o r s	 at	 t h e	 p o p ul ati o n	l e v el,	
p h y si c al	 o r	 c h e mi c al	 s y n c h r o ni z ati o n	 w e r e 	 c o n d u ct e d 6 0, 6 1 .	 I n	 g e n e r al,	  w h e n	
A	 B	 C	 D	
E	 F	
0 %	 2 0 %	 5 0 %	4 0 %	
9 0 %	 1 0 0 %	 Gr a d e	r es p o ns e	
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q ui e s c e nt	 c ell s	 st a rt	 t o	 r e c o v e r	 f r o m	 t h e	 u n -p h y si ol o gi c al	 st at e,	 t h e	 c ell	
p r olif e r ati o n	 r at e	 diff e r s 	f r o m	 t h at	 u n d e r	 n o rm al	 g r o wt h	 c o n diti o n s,	 a s	 a d diti o n al	
m et a b oli c	 r e a cti o n s	 a r e	 r e q ui r e d	 t o	 r et u r n	 t o	 t h e	 c ell	 c y cl e 6 2 .	  B e si d e s,	  m et h o d s	
b a s e d	 o n	  D N A	 r e pli c ati o n	 i n hi biti o n	 t o	 a c hi e v e	 c ell	 s y n c h r o ni z ati o n	 c a u s e	  D N A	
d a m a g e	 r e s p o n s e 6 3 .	T h u s	 s y n c h r o ni z ati o n	i nt r o d u c e s	 a rtif a ct s	 a n d	 m a y	 m a s k	 t h e	
n at u r al	 c ell ul a r	 r e s p o n s e s.	 M o r e o v e r,	t h e	 a c hi e v e d	 s y n c h r o n y	i s	 u s u all y	l o st	i n	 o n e	
c y cl e,	 w hi c h	 m a k e s	it	 diffi c ult	t o	t r a c k	i n h e rit e d	 eff e ct	 o v e r	 g e n e r ati o n s.	 	
H e n c e,	 q u a ntit ati v e	 a n al y si s	 o n	 a s y n c h r o n o u s	 si n gl e	 c ell s	 i s	 c r u ci al	 t o	
u n d e r st a n d	 h o w	 t h e	 i n di vi d u al	 c ell s	 d e c o d e	 a n d	 i nt e g r at e	  T G F β	 si g n al	 i nt o	
p r olif e r ati o n	 d e ci si o n s. 		
1. 4	  Q u a ntit ati v el y	 m e a s uri n g 	t h e	 si g n ali n g	 d y n a mi c s	i n	 si n gl e	 c ell s	
Si g n ali n g	 n et w o r k s	 t r a n s mit	 i nf o r m ati o n	 of	 t h e	 e xt r a c ell ul a r	 e n vi r o n m e nt	 t o	
t h e	 d o w n st r e a m	 eff e ct o r s	 i n	 t h e	 c ell6 4 .	  T h e n	 t h e	 c ell	 i nt e g r at e s	 t h e	 i nf o r m ati o n	
a n d	 r e a ct s	 b y	 c h a n gi n g	 p h y si ol o g i c al	 st at e.	  D u e	 t o	 t h e	 i n h e r e nt	 st o c h a sti cit y	 of	
bi o c h e mi c al	 r e a cti o n s 	 i n	 si g n ali n g	 t r a ns d u cti o n 	 (i nt ri n si c	 n oi s e) 	 a n d	 t h e	
v a ri a bilit y	 of	 c ell ul a r	 st at e s 	 u p o n	 sti m ul ati o n 	 ( e xt ri n si c	 n oi s e),	 t h e	 c a p a cit y	 of	
c ell ul a r 	 s i g n ali n g	 p at h w a y s	 i s	 li mit e d6 5 .	 T h e r e	 i s	 a n 	 e m e r gi n g	 t r e n d	 s u g g e st i n g	
t h at	i nf o r m ati on	i s	 t r a n s mitt e d	i n	 c ell s	 b y	 t h e	 d y n a mi c s	 of	 si g n ali n g	 m ol e c ul e s .	It	
w a s	 d e m o n st r at e d	 b y	 t h e o r eti c al	 a n al y si s	 t h at	 t h e	 si g n ali n g	 d y n a mi c s	 pl a y	 a n	
i m p o rt a nt	 r ol e	 i n	 eli mi n ati n g	 e xt ri n si c	 n o i s e	 a n d	 p r e ci s e	 i nf o r m ati o n	
t r a n s mi s si o n6 6 .	T o	 u n d e r st a n d	 c ell ul a r	 i nf o r m ati o n	 e n c o di n g	 a n d	 h et e r o g e n e o u s	
r e s p o n s e s,	 it	 i s	 vit al	 t o	  m e a s u r e	 t h e	  m ol e c ul a r	 p r o c e s s e s	 q u a ntit ati v el y	 a n d	
d y n a mi c all y 6 7 .		
1. 4. 1	  Q u a ntif yi n g	t h e	 d y n a mi c s	 of	 c ell ul ar	 m ol e c ul e s	 a n d	t e m p or al	 si g n ali n g 	
T h e r e	 a r e	 s e v e r al	  m o d e s	 of	 si g n ali n g	 i n	 r e s p o n s e	 t o	 sti m ul u s	 i n	 c ell s:	 t h e	
c h a n g e	i n	 a b u n d a n c e 	( e. g.	 p r ot ei n	 e x p r e s si o n 	i s	i n d u c e d	 b y	 sti m ul u s),	i d e ntit y	( e. g.	
p h o s p h o r yl ati o n,	 u bi q uiti n o yl ati o n	 o r	 bi n di n g	 t o	 a	 c of a ct o r) ,	 a n d	 l o c ati o n	 ( e. g.	
t r a n sl o c ati o n	 f r o m	 t h e	 c yt o pl a s m	 i nt o	 t h e	 n u cl e u s)6 8 	(Fi g u r e	 1 .7 A,	  B	 a n d	 C ).	T h e	
d y n a mi c s	 of	 c ell ul a r	 m ol e c ul e s	 c a n 	b e 	d efi n e d	 a s 	t h e	 s h a p e	 of	 c u r v e	t h at	 d e s c ri b e s	
t h e	 c h a n g e	 of	 a	 m ol e c ul e	i n	t he s e	 a s p e ct s	 o v e r	ti m e 	(Fi g u r e	 1 .7 D) .	
T h e	 st ati c	 c h a r a ct e r s	 ( c h a n g e s	 i n	 a b u n d a n c e,	 i d e ntit y	 o r	 l o c ati o n	 at	 s p e cifi c	
ti m e)	 s h o w	 t h e	i nf o r m ati o n	 of	 t h e	 m ol e c ul a r	 at	 o nl y	 o n e	 si n gl e	 p oi nt	i n	 ti m e.	 T h e	
t e m p o r al	 si g n al	 di s pl a y s	 t h e	 m ol e c ul a r	 d y n a mi c s	 d u ri n g	 a	 p e ri o d	 of	 ti m e,	 t h e	
i nf o r m ati o n	 of	 w hi c h	i s	ri c h e r 	a n d 	m o r e 	c o m pl e x 6 9 .		
*
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1. 4. 2	  T e c h ni q u e s	t h at	 ar e	 d e v el o p e d	f or	 m e a s uri n g	 c ell 	si g n al i n g	d y n a mi c s 	
T h e r e	 a r e	 s e v e r al	 e x p e ri m e nt al	t o ol s	t o	 m e a s u r e	 c ell ul a r	 si g n al	 d y n a mi c s 6 8 .	 F o r	
e x a m pl e s,	 t h e	 p at c h -cl a m p	 m e t h o d	 c a n	 b e	 u s e d	 t o	 m e a s u r e	 c u r r e nt s	 p a s si n g	 o n e	
i o n	 c h a n n el7 1, 7 2 ;	  R N A	 fl u o r e s c e nt	 i n	 sit u	 h y b ri di z ati o n	 ( R N A	 FI S H)	 p r o vi d e s	
e vi d e n c e s	 f o r	 d y n a mi c	 a n d	 st o c h a sti c	 t r a n s c ri pti o n 7 3 ;	 Sti m ul at e d	  R a m a n	
S c att e ri n g	 ( S R S)	 a n d	 C o h e r e nt	  A nti -St o k e s	  R a m a n	 S c att e ri n g	 ( C A R S)	 a r e	 u s e d	 i n	
s p e cifi c	 m ol e c ul a r	 d et e cti o n	i n	 c ell s	 o r	ti s s u e s 7 4, 7 5 .		
T h e	 m o st	 p o w e rf ul	 t o ol s	 a r e	 t h e	 t ec h ni q u e s	 f o r	 t r a c ki n g	i nt r a c ell ul a r	 p r ot ei n s	
b y	 t a ki n g	 a d v a nt a g e	 of	 f l u o r e s c e nt	 p r ot ei n s .	  T h e	 r a pi d	 d e v el o p m e nt	 of	 t h e s e	
t e c h ni q u e s	 r e s ult s 	 i n	 c o n si d e r a bl e	 p r o g r e s s	 i n	 q u a ntit ati v el y	 a n al y si s	 o n	 t h e	
s p ati ot e m p o r al	 si g n ali n g 	 d y n a mi c s	 i n	 i n di vi d u al	 c ell s 7 6, 7 7 .	 H e r e,	  w e	 li st	 s e v e r al	
t e c h ni q u e s	 f o r	 m e a s u ri n g	 p r ot ei n	 t r a n sl o c ati o n,	 i nt e r a cti o n s	 a n d	  m o difi c ati o n s	
(T a bl e	 1 -2 ).	
T a bl e	 1 -2 	T e c h ni q u e s	 f o r	 m e a s u ri n g	i nt r a c ell ul a r	p r ot ei n s 	d y n a mi c s 	
M e t h o d  E x a m pl e s o f a p pli c a ti o n  R e f e r e n c e  
Fl u o r e s c e n c e r e c o v e r y aft e r 
p h ot o bl e a c hi n g ( F R A P ) a n d   fl u o r e s c e n c e 
l o s s i n p h ot o bl e a c hi n g ( F LI P )  
M e a s u ri n g t h e r at e of p r ot ei n 
m o v e m e nt  
7 8  
P h ot o a cti v ati o n a n d p h ot o c o n v e r si o n  M e a s u ri n g p r ot ei n t u r n o v e r 
r at e  
7 9  
Fl u o r e s c e n c e c o r r el ati o n s p e ct r o s c o p y 
( F C S )  
M e a s u ri n g t h e a b s ol ut e 
n u m b e r of p r ot ei n s i n t h e 
c o nf o c al v ol u m e  
8 0  
I m a g e c o r r el ati o n s p e ct r o s c o p y (I C S ) Ti m e -l a p s e i m a gi n g 8 1  
Fl u o r e s c e n c e  c r o s s -c o r r el ati o n 
s p e ct r o s c o p y ( F C C S )  
D et e cti n g t h e bi n di n g 
r el ati o n s hi p s b et w e e n 
m ol e c ul e s  
 
I m a g e c r o s s-c o r r el ati o n s p e ct r o s c o p y 
(I C C S )  
D et e cti n g p r ot ei n -p r ot ei n 
i nt e r a cti o n 
8 1  
Fl u o r e s c e n c e r e s o n a n c e e n e r g y t r a n sf e r 
( F R E T )  
D et e cti n g if t w o p r ot ei n s a r e 
i n cl o s e p r o xi mit y ( 1 -1 0 n m )  
8 2  
Fl u o r e s c e n c e lif eti m e i m a gi n g mi c r o s c o p y 
( F LI M )  
M e a s u ri n g t h e r at e of d o n o r 
e mi s si o n d e c a y  
8 3  
P r ot ei n -f r a g m e nt c o m pl e m e nt ati o n a s s a y 
( P C A )  
D et e cti n g p r ot ei n -p r ot ei n 
i nt e r a cti o n wit h l o w 
b a c k g r o u n d  
8 4 -8 6  
	
C h a pt e r	 1 	I nt r o d u cti o n		
	1 4 	
1. 4. 3	  M o nit ori n g	 S m a d 2	tr a n sl o c ati o n 	t o	 q u a ntif y	 T G F β	 si g n ali n g	 d y n a mi c s	
Wit h	 t h e	 d e v el o p m e nt	 of	 fl u o r e s c e nt	ti m e-l a p s e	mi c r o s c o p y,	 s e v e r al	 si g n ali n g	
e v e nt s	 h a v e	 b e e n	 st u di e d	 t h o r o u g hl y ,	 s u c h	 a s	 p 5 3	 a n d	 N F -κ B 	 si g n ali n g 	 (Fi g u r e	
1 .9 ),	 w hi c h 	 hi g hli g ht 	 t h e	 c o r r el ati o n	 b et w e e n	 si g n ali n g	 d y n a mi c al	 p att e r n s	 a n d	
s p e cifi c	 d o w n st r e a m	 r e s p o n s e s 6 9 .		
	
Fi g u r e	 1 .9 	 Diff e r e nt	 si g n ali n g	  d y n a mi c s	 l e a d	 t o	  diff e r e nt	  d o w n st r e a m	 r e s p o n s e s .	 ( A ) 	p 5 3	
p ul s e s	l e a d	t o	 c ell	 c y cl e	 a r r e st	 a n d	 p r ol o n g e d	 p 5 3	 si g n ali n g	l e a d s	t o	 a p o pt o si s.	 ( B )	 T r a n si e nt	 N F -κ B 	
n u cl e a r	 a c c u m ul ati o n	 t ri g g e r s	 t h e	 e x p r e s si o n	 of	i nfl a m m at o r y	 g e n e s	 a n d 	s u st ai n e d	 n u cl e a r	 N F -κ B 	
l e v el	t ri g g e r s	t h e	 e x p r e s si o n	 of	 s p e cifi c	 g e n es	f o r	 a d a pti v e	i m m u n e	 r e s p o n s e.	 T h e	fi g u r e	i s	 a d a pt e d	
f r o m	J e r e m y	 E.	 P u r vi s	et	 al	 ( 2 0 1 3) 7 0 .	
I n	 a 	 fl u o r e s c e nt	 s y st e m	 t o	 st u d y 	 t h e	 p 5 3 	 si g n ali n g ,	 t h e	 f u si o n	 p 5 3-V e n u s	 i s	
e x p r e s s e d	 i n	 t h e	 c ell	 a n d	 t h e	 a cti v ati o n	 of	 p 5 3	 i s	 i n di c at e d	 b y	 t h e	  V e n u s	
i nt e n sit y8 7, 8 8 .	I n	 t h e	 N F -κ B	 si g n ali n g	 p at h w a y,	 a cti v at e d	 N F -κ B	 t r a n sl o c at e s	 f r o m	
c yt o pl a s m	i nt o	 t h e	 n u cl e u s.	 T h u s	i n	 t h e	 fl u o r e s c e nt	s y st e m	 t h at 	e x p r e s s e s	 f u si o n	
N F -κ B	 ( p 6 5 / R el A),	 t h e	 o s cill ati o n s	 of	 N F -κ B	 n u cl e a r -c yt o pl a s mi c	 s h uttli n g	 c a n	 b e	
q u a ntit ati v el y	 m e a s u r e d	 t o	i n di c at e	si g n ali n g	 a cti v ati o n 8 9 .		
I n	 t hi s	 t h e si s	 w o r k,	 w e 	c o n st r u ct	 a	 fl u o r e s c e nt	s y st e m	 t o	 st u d y	 T G F β	 si g n ali n g 	
i n	 si n gl e 	 c ell s .	 I n	 t h e	 c a n o ni c al	 T G F β	 si g n ali n g	 p at h w a y,	 s e v e r al	 k e y	 st e p s	 a r e	
i n v ol v e d:	 a cti v ati o n	 of	r e c e pt o r s	 ( T β RI	 o r 	T β R II),	c yt o pl a s mi c -n u cl e a r	 s h uttli n g	 of	
R -S m a d s 	( S m a d 2	 a n d	 S m a d 3)	 a n d	t r a n s c ri pti o n	 of	 T G F β	 d o w n st r e a m	 t a r g et	 g e n e s	
(Fi g u r e	 1 .1 ).		
D u e	 t o	 t h e	 c ell -c ell	 c o nt a ct	 a n d	 a d h e si o n,	 it	 i s	 diffi c ult 	 t o	 q u a ntit ati v el y	
m e a s u r e	 t h e	 a b u n d a n c e	 of	 r e c e pt o r s	 o n	 t h e	 pl a s m a	 m e m b r a n e	i n 	e a c h	i n di vi d u al	
I n fl a m m at or y	
r es p o n s e	g e n es 	
A d a p 1 v e 	i m m u n e	
r es p o n s e	g e n es 	
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c ell s. 	 T G F β	 c a n	 a cti v at e	  m o r e	 t h a n	 3 0 0	 t a r g et	 g e n e s9 .	  O n e	 of	 t h e m	 c a n n ot	
r e p r e s e nt	t h e	 p ri m a r y 	a cti viti e s	 of	 T G F β	 si g n ali n g. 		
T h e	 c yt o pl a s mi c -n u cl e a r	 s h uttli n g	 of	 S m a d 2 / 3	 i s	 t h e	 b e st	 i n di c at o r	 f o r 	
q u a ntit ati v el y	  m e a s u ri n g 	 T G F β	 si g n ali n g	 d y n a mi c s .	Si mil a r	 t o	  N F -κ B	 a cti v ati o n, 	
t h e	 c yt o pl a s mi c -n u cl e a r	 s h uttli n g 	 ( N-C	 s h uttli n g) 	 of	 R -S m a d s	 c a n	 b e	 e a sil y	
m o nit o r e d	 a n d	 q u a ntit ati v el y	 m e a s u r e d 9 0, 9 1 .	T h e	 N -C	 s h uttli n g 	p att e r n s 	of	 S m a d 2	
a n d	 S m a d 3	 a r e 	si mil a r .	  T h u s	  w e	d e ci d e	 t o	 e m pl o y 	fl u o r e s c e nt	S m a d 2	 f u si o n	 t o	
st u d y	 T G F β	 si g n ali n g.	 T h e	 S m a d 2	 si g n ali n g	 d y n a mi c s	i s	 T G F β	 d o s e -d e p e n d e nt 	a n d	
hi g hl y	 h et e r o g e n e o u s 9 0 .	W e	 d o n ’t	 h a v e	 a	cl e a r 	u n d e r st a n di n g 	o n	 t h e	 c o r r el ati o n	
b et w e e n	 S m a d 2	 d y n a mi c s	 a n d	 d o w n st r e a m	 r e s p o n s e 	i n	 i n di vi d u al	 c ell s	 (Fi g u r e	
1 .1 0 ).	
	
Fi g u r e	 1 .1 0 	 E x a m pl e s	 of	 t h e	 S m a d 2	 d y n a mi c s	 i n	 r e s p o n s e	 t o	 T G F β .	 Diff e r e nt	 n u cl e a r	
a c c u m ul ati o n s 	of	 S m a d 2	 a r e 	t ri g g e r e d	 b y	l o w	 d o s e	( A )	o r 	hi g h	 d o s e	( B )	 of	 T G F β.	 	
O n e	 of	t h e	 c r u ci al	 d o w n st r e a m	 r e s p o n s e s	t o	 T G F β	i s	 c ell	 c y cl e	 a r r e st. 	T h e	 e x a ct	
o ut c o m e s	 of	 c ell	 c y cl e	 a r r e st	i n	i n di vi d u al	 c ell s	 a r e	 n ot	 cl e a r.	 I n	 o r d e r	t o	 st u d y	t h e	
si g n al	 t r a n s mi s si o n	f r o m	 T G F β	 t o	 S m a d s	 a n d 	fi n all y	 t o	 t h e	 c ell	 di vi si o n	 d e ci si on s,	
w e	 n e e d	 a n ot h e r	fl u o r e s c e nt 	r e p o rt e r	f o r	 c ell	 c y cl e 	p r o g r e s si o n .	
1. 5	  F l u or e s c e nt	 c ell	 c y cl e	i n di c at or	( F U C CI)	
T h e r e	 a r e	 s e v e r al	 a v ail a bl e	 fl u o r e s c e nt	c el l	 c y cl e	 i n di c at o r s	f o r	 li v e	 c ell.	F o r	
i n st a n c e,	m V e n u s -p 2 7 K -	i s	 u s e d	 a s	a n	 i n di c at o r	f o r	G 0 / G 1	t r a n si ti o n9 2 ;	t h e	 S	 p h a s e	
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c o ul d	 b e 	r e c o g ni z e d	 b y	 t h e	 di sti n ct	 r e pli c ati o n	 st r u ct u r e s	 of	  m C h e r r y -P C N A 9 3 -9 6 ;	
H 2 B -G F P	 m a k e s	t h e	 c h r o m o s o m e	 c o n d e n s ati o n	i n	 m it oti c	 p r o g r e s si o n	 vi si bl e9 7 .		
O n e	 of	 t h e	 m o st	 wi d el y	 u s e d	 c ell	 c y cl e	 i n di c at o r s 	 i s	 F U C CI	 (F l u o r e s c e n c e	
U bi q uiti n	 C ell 	C y cl e	 In di c at o r),	  w hi c h	 i s	 a c c u r at e	 a n d	 v e r s atil e 9 8, 9 9 .	 Si n c e	 t h e	
i nt r o d u cti o n	 of	 F U C CI	i n	 2 0 0 8,	 t hi s	 t e c h n ol o g y	 r e v ol uti o ni z e s	t h e	 a n al y si s	 on	 c ell	
p r olif e r ati o n	 a n d	l e a d s	t o	 s e v e r al	i m p o rt a nt 	di s c o v e ri e s 1 0 0, 1 0 1 .		
T h e	  m ol e c ul a r	  m e c h a ni s m	 of	 t h e	 fi r st	 g e n e r ati o n	 of	 F U C CI	 i n v ol v e s	 t w o	
c o m p o n e nt s 	i n	 t h e	 D N A	 r e pli c ati o n	 c o nt r ol	 s y st e m:	 C dt 1	 a n d	 G e mi ni n.	T h e s e	 t w o	
p r ot ei n s	 h a v e	 o p p o si n g	 eff e ct s	 o n	 t h e	  D N A	 r e pli c ati o n	 a n d	 t h ei r	 a b u n d a n c e s 	
o s cill at e 	o p p o sit el y 	t h r o u g h	t h e	 c ell	 c y cl e.	 C dt 1	i s	t h e	li c e n si n g	f a ct o r	 of	 r e pli c ati o n	
a n d	it	 p e a k s	i n	 G 1	 p h a s e.	 G e mi ni n	i s	t h e	i n hi bit o r	 of	 C dt 1	t o	 e n s u r e	t h e	 r e pli c ati o n	
o c c u r s	 o n l y	 o n c e	 i n	 o n e	 c ell	 c y cl e.	 T h e	 p r ot ei n	 l e v el	 of	 G e mi ni n	 o s cill at e s	 a n d	
p e a k s	 d u ri n g	 S / G 2 / M	 p h a s e 1 0 2 .	 T h e	 o s cill ati o n s	 of	 C dt 1	 a n d	  G e mi ni n	 a r e	
c o nt r oll e d	 b y	 S C F S k p 2 	a n d	 A P C C d h 1 ,	 r e s p e cti v el y	(Fi g u r e	 1 .1 1 	A	 a n d	 B ).	
	
Fi g u r e	 1 .1 1 	C h a r a ct e ri z ati o n	 of	 F U C CI.	 	( A )	 T h e	 o s cill ati o n s	 of	 C dt 1	 a n d	 G e mi ni n	 a r e	 c o nt r oll e d	
b y	 S C F S k p 2 	a n d	  A P C C d h 1 .	 ( B )	  T h e	 fl u o r e s c e nt	 si g n al	 of	 o ri gi n al	 F U C CI	 ( m K O-C dt 1 ( 3 0 / 1 2 0)	( r e d )	 a n d	
m A G -h G e m ( 1 / 1 1 0))	 ( g r e e n )	 i n	 c ell	 c y cl e.	 ( C)	Fl u o r e s c e nt	 p r ot ei n s	i n	 f u n cti o n al	 F U C CI. 	T h e	 fi g u r e	i s	
a d a pt e d	f r o m	 A s a k o	 S a k a u e -S a w a n o	 et	 al	 ( 2 0 0 8) 1 0 3 .	
A	
S C F S k p 2 A P C C d h 1
S / G 2
L at e	 M/ G 1
C dt 1 G e mi ni n
S/ G 2 L at e	 M/ G 1
B	
M
G 2 G 1
S
C	
A m C y a n m A G V e n us m K O 2 m C h err y
h C dt 1 ( 3 0/ 1 2 0) - - - + +
h G e m ( 1/ 1 1 0) + + + + +
h G e m ( 1/ 6 0) ? + + + +
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O nl y	 t h e	 t r u n c at e d	 C dt 1	 a n d	  G e m i ni n	 p r ot ei n s	 a r e	 u s e d	 i n	 FU C CI :	C dt 1 ( 3 0 / 1 2 0)	
a n d	 h G e m ( 1 / 1 1 0)	 a r e 	c o n st r u ct e d	 t o	 i n di c at e 	G 1	 a n d	 S / G 2 / M	 p h a s e s ,	 r e s p e cti v el y.	
T h e y 	a r e	 s uffi ci e nt	 f o r	 i n di c ati n g	 c ell	 c y cl e	 p h a s e ,	 a n d	d o 	n ot	 i nt e rf e r e	 c ell	 c y cl e	
p r o g r e s si o n.	 H o w e v e r,	 b ot h	 of	t h e m	l o c at e	i n	 n u cl e u s ,	 w hi c h	l o s e s	t h e	i nf o r m ati o n	
of	 c ell	 m o r p h ol o g y 	i n	 c ell	p r olif e r ati o n	 a n d	 diff e r e nti ati o n .	 T h u s	 a	 s h o rte r 	G e mi ni n	
f r a g m e nt	 ( h G e m( 1 / 6 0))	 i s	 c o n st r u ct e d	 t o	 o v e r c o m e	 t h e	 s h o rt a g e,	  w hi c h	 i s	 e v e nl y	
di st ri b ut e d	t h r o u g h o ut	t h e	 n u cl ei	 a n d	 c yt o pl a s m .	
T h e	 o ri gi n al	 F U C CI	 i s	 t h e	 s y st e m	 of 	 m K O -C dt 1 ( 3 0 / 1 2 0)	 a n d	  m A G -h G e m ( 1 / 1 1 0).	
Wit h	 t h e	 d e v el o p m e nt	 of	 t hi s	 t o ol,	 F U C CI	  wit h	 v a ri o u s	 fl u o r e s c e nt	 p r ot ei n s	 a r e	
a v ail a bl e	 ( Fi g u r e	 1 .1 1 	 C ),	 s u c h	 a s	  m C y a n,	  V e n u s	 o r	  m C h e r r y.	  T h e	 i n c r e a s e d	
s el e cti o n s 	of	fl u o r e s c e nt	 p r ot ei n s	 e x p a n d 	t h e	 st u di e s	t h at	c o r r el at e	 c ell	 c y cl e	 wit h	
ot h e r	 c ell ul a r	 p r o c e s s e s,	f o r	 e x a m pl e,	 si g n ali n g	 e v e nt s. 	
I n	 t hi s	 p r oj e ct,	 w e	 c o m bi n e	 F U C CI	 ( m C h e r r y-h G e m ( 1 / 1 1 0))	 wit h	 E Y F P -S m a d 2	 t o	
i n v e sti g at e	t h e	 c ell	c y cl e	 r e g ul ati o n 	b y	 T G F β / S m a d 	si g n ali n g. 	
1. 6	  M a t h e m ati c al	  m o d eli n g	 i s	 a	 p o w erf ul	 t o ol	 i n	 st u d yi n g	 c ell	 c y cl e	
pr o gr e s si o n 	
I n	  mo d e r n	 bi ol o g y,	 c o m p ut ati o n al	 o r 	 m at h e m ati c al	  m o d eli n g	 pl a y s	 a n	
i m p o rt a nt	 r ol e	i n	bi ol o gi c al 	r e s e a r c h.	 T h e	 s y st e m ati c al 	p e r s p e cti v e	 t o	i n v e sti g at e	
bi ol o gi c al	 b e h a vi o r s	 d ri v e s	 c o n st a nt	 i n n o v ati o n	 i n 	lif e	 s ci e n c e.	 O n	 o n e	 h a n d,	 t h e	
a p pli c ati o n	 of	 d y n a mi c al	 s y st e m s	 t h e o r y	 t o	 t h e	 bi ol o gi c al	 p r o c e s s e s	f a cilit at e s	 t h e	
r e s e a r c h	 b y	 p r o vi di n g	 s p ati ot e m p o r al	i n si g ht s.	 O n	 t h e	 ot h e r	 h a n d,	 c o m p ut ati o n al	
si m ul ati o n	 i n s pi r e s	 t h e	 effi ci e nt	 e x p e ri m e nt al	 d e si g n s 	 b y	 r e v e al i n g	 e m e r g e nt	
p r o p e rti e s. 	
I n	t hi s	 p r oj e ct,	 w e	w o ul d	li k e	t o	 e m pl o y	 m at h e m ati c al	 m o d eli n g	t o	 si m ul at e 	c ell 	
c y cl e	 p r o g r e s si o n,	 g ui di n g	t h e	 e x p e ri m e nt al	 d e si g n	 a n d	 a n al y si s .	
I n	 sy st e m s 	 bi ol o g y,	 o n e	 of	 t h e	 c e nt r al	 el e m e nt s	 i s	 t h e	 i nt e r pl a y	 b et w e e n	
m at h e m ati c al	 m o d eli n g	 a n d	 e x p e ri m e nt s. 	I n	 t h e	fi el d	 of	 m o d eli n g	 c ell	 c y cl e,	 t h e r e	
a r e	 t w o	 m ai n	c a m p s 	of	 m at h e m ati c al	 m o d el s ,	 o n e	i s	at	 m e c h a ni sti c 	l e v el,	t h e	 ot h e r	
i s	 at	 t h e	 d e s c ri pti v e	 l e v el1 0 4 .	 M e c h a ni sti c	  m o d el s	 r e p r e s e nt	 p r ot ei n	 i nt e r a cti o n	
n et w o r k s,	 e. g.	 C y cli n s	 a n d	 C D K s	i nt e r a cti o n s,	 t o	 e x pl ai n	 t h e	 u n d e rl yi n g	 m ol e c ul a r	
m e c h a ni s m s	 of	 c ell	 p r olif e r ati o n 1 0 5, 1 0 6 .	 T h e	 d e s c ri pti v e	  m o d el s	 f o c u s	 o n	
r e p r e s e nti n g 	 t h e	 c h a r a ct e ri sti c s	 of	 o b s e r v a bl e	 c a u s e -eff e ct	 p h e n o m e n a	 i n	 c ell	
c y cl e 	 p r o g r e s si o n 	 (e. g. 	 si z e,	 c ell	 c y cl e	 p h a s e 	 a n d	 c ell	 n u m b e r ),	 t o	 e x pl ai n	 t h e	
o v e r all	 s y st e m	 b e h a vi o r s 1 0 7 -1 1 0 .	
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1. 6. 1	  M e c h a ni sti c	 n et w or k	 m o d el s	 of	 c ell	 c y cl e 	
M a n y	  m e c h a ni sti c	  m o d el s,	  w hi c h	 i n cl u d e	  m ol e c ul a r 	 m e c h a ni sti c	 d et ail s	
u n d e rl yi n g	 c ell	 c y cl e	 p r o g r e s si o n,	 h a v e	 b e e n	 p r o p o s e d	 a n d	 d e v el o p e d.	 D u ri n g	 t h e	
p a st	 d e c a d e s,	 si g nifi c a nt	 p r o g r e s s	 h a s	 b e e n	 m a d e	i n	t h e	i d e ntifi c ati o n	 of	 c ell	 c y cl e	
r el at e d	 g e n e s	 a n d	t h ei r	 r e g ul at o r y	 n et w o r k s 1 1 1 .	A	l a r g e	 n u m b e r	 of	 m ol e c ul e s	 h a v e	
b e e n	 d e m o n st r at e d 	t o	 b e	i n v ol v e d	i n	t h e	 r e g ul ati o n	 of	 c ell	 c y cl e	 p r o g r e s si o n 1 1 2, 1 1 3 .	
T h e	 c e nt r al	 el e m e nt s	f o r 	c o nt r olli n g	 c ell	 c y cl e	 p r o g r e s si o n	 a r e	 c o m pl e x e s	 of	 C y cli n	
p r ot ei n s	 a n d	 C D K s.	 C h e c k p oi nt	  m e c h a ni s m s	 g o v e r n	 t h e	 i r r e v e r si bl e	 p h a s e	
t r a n siti o n s,	 w hi c h	 e n su r e s 	n o r m al	 c ell	 g r o wt h	 a n d	 mit o si s 1 1 4, 1 1 5 .		
T h e	 a c c u m ul ati o n 	of 	k n o wl e d g e 	o n 	m ol e c ul e s	i n v ol v e d	i n	 c ell	 c y cl e	 sti m ul at e s	
t h e	 d e v el o p m e nt	 of	  m at h e m ati c al	  m o d eli n g	 r e s e a r c h	 o n	 c ell	 c y cl e .	  O n e	 of	 t h e	
e a rli e st	 w o r k s	i s	 t h e	 m o d el	i n v e sti g ati n g	 t h e	 r e g ul at o r y	 m e c h a ni s m	 t h at	 c o nt r ol s	
t h e	 M	 p h a s e	 e nt r y1 1 6 .	 T hi s	 m o d el	 d e v el o p s	 a	 s et	 of	 o r di n a r y	 diff e r e nti al	 e q u ati o n s	
( O D E s)	 b a s e d	 o n	 e x p e ri m e nt al	 d at a	 of	 X e n o p us 	o o c yt e	 e xt r a ct s.	 A n al y si s 	o n	 t hi s	
m o d el 	r e v e al s	 t h at	 p o siti v e	f e e d b a c k	l o o p s	 pl a y	 a n	 e s s e nti al	 r ol e	i n	 t h e	 s wit c h	 of	
mit o si s 	 e nt r y .	  T hi s	  m o d el	 al s o 	 p r e di ct s	 t h e	 bi st a bilit y	 of	 t h e	 c ell	 c y cl e	 c o nt r ol	
s y st e m.	 L at e	 o n,	 t h e	 e xi st e n c e	 of	 bi st a bl e	 s wit c h	i s	 v e rifi e d	 b y	 e x p e ri m e nt s 1 1 7, 1 1 8 .	
I n	 t h e	  m a m m ali a n	 s y st e m,	 v a ri o u s	  m o d el s	 h a v e	 b e e n 	 p r o p o s e d	 t o	 e x pl ai n	 t h e	
p h a s e	 t r a n siti o n s 	i n	 t h e	 c ell	 c y cl e1 1 9, 1 2 0 ,	 s u c h	 a s	  G 1 / S	 t r a n siti o n1 2 1 -1 2 4 ,	 a n d	  G 2 / M	
t r a n siti o n1 2 5 	(Fi g u r e	 1 .1 2 ).	
	
Fi g u r e	 1 .1 2 	A 	m o d el	
of	 t h e	  m a m m ali a n	
c ell	 c y cl e. 	 	 T hi s	
m o d el	 i n c o r p o r at e s	
t h e	  G 1 / S,	 S / G 2	 a n d	
G 2 / M	 p h a s e	
t r a n siti o n s.	 F o u r	 C D K	
m o d ul e s,	
C y cli n D / C D K 4 -6,	
C y cli n E / C D K 2,	
C y cli n A / C D K 2	 a n d	
C y cli n B / C D K 1,	
c o nt r ol	 t h e	 c ell	 c y cl e	
p r o g r e s si o n.	  T h e	
eff e ct s	 of	  G F	 a n d	
p R B / E 2 F	 a r e	 al s o	
i n v ol v e d	 i n	 t h e	
r e g ul ati o n.	  T h e	 fi g u r e	
i s	 t a k e n	 f r o m	 Cl a u d e	
G e r a r d,	 et	 al 	
( 2 0 0 9) 1 1 9 .	
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1. 6. 2	  D e s cri p ti v e	 n et w or k	 mo d el s	 of	 c ell	 c y cl e 	
I n	 c o nt r a st	 t o	t h e	 m e c h a ni sti c	 m o d el s,	 t h e	 d e s c ri pti v e	 m o d el s,	 w hi c h	f o c u s	 o n	
t h e	 o v e r all	 c ell ul a r	 b e h a vi o r s	i n st e a d	 of	 m e c h a ni sti c	 d et ail s,	 h a v e	 b e e n	 d e v el o p e d	
a n d	 a p pli e d	 t o	 st u d y	 t h e	 v a ri a bilit y	 i n	 c ell	 c y cl e	 p r o g r e s si o n.	  T h e r e 	 a r e	  m a n y	
d e s c ri pti v e	  m o d el s	 a c c o u nt i n g	f o r	 c ell	 c y cl e	 p h a s e	 t r a n siti o n s,	 s u c h	 a s	 b r a n c hi n g	
p r o c e s s e s,	 t r a n siti o n	 p r o b a bilit y	  m o d el s	 (T P	  m o d el s )	 a n d	 g r o wt h	 c o nt r ol	
m o d el s 1 2 6 .	T h e r e	 i s	 a	 l o n g	 hi st o r y	 of 	a p p l yi n g	b r a n c hi n g	 p r o c e s s e s	 t o	 bi ol o gi c al	
s y st e m s.	  O n e	 d e ri v ati v e	 of	 t h e	 a p pli c ati o n	 i s	 t o	 a n al y z e	 t h e	 c ell	 li n e a g e	 d at a:	 f o r	
t h e	 c ell s	i n	 o n e	 g e n e r ati o n,	 e a c h	 of	 t h e m	 p r o d u c e s	 t w o	 n e w b o r n	 c ell s	i n	 t h e	 n e xt	
g e n e r ati o n 1 2 7, 1 2 8 .	T h e	  T P	  m o d el	 i s	 a n ot h e r	 e x a m pl e	 of	 p h e n o m e n ol o gi c al	  m o d el,	
w hi c h	 w a s	 d e v e l o p e d	 a r o u n d	 4 0	 y e a r s	 a g o1 2 9 -1 3 2 .	I n	t h e	 T P	 m o d el,	t h e	 v a ri a bilit y	 of	
c ell	 di vi si o n	 ti m e	 o ri gi n at e s	 f r o m	 r a n d o m	 t r a n siti o n s	 t h r o u g h	 diff e r e nt	 c ell	 c y cl e	
p h a s e s. 	 T h e	 a d v a nt a g e	 of	  T P	  m o d el s	 i s	 t h at	 t h e y	 h a v e 	 o nl y 	 a 	 f e w	 p a r a m et e r s.	
Alt h o u g h	 t h e	  m ol e c ul a r	  m e c h a ni s m	 i s	 n ot	 p r o vi d e d	 i n	  T P	  m o d el s,	 t h e s e	  m o d el s	
h a v e 	b e e n 	s u c c e s sf ull y	 a p pli e d	t o 	a	 n u m b e r	 of	 e x p e ri m e nt al	 d at a, 	p r o vi di n g	 u s ef ul	
i nf o r m ati o n	 o n	c ell	 c y cl e	 p r o g r e s si o n 	(Fi g u r e	 1 .1 3 ).	
	
Fi g u r e	 1 .1 3 	S c h e m ati c 	di a g r a m	 s h o w s 	t h e	 o ri gi n al	 t r a n siti o n	  p r o b a bilit y	  m o d el .		O n c e	 t h e	
c ell	 r e c ei v e s	 t h e	 si g n al,	 e. g.	 g r o wt h	 f a ct o r	 sti m ul ati o n,	 t h e	 c ell	 p r o g r e s s e s	 t h e	  G 1 / S	 t r a n siti o n	
st o c h a sti c all y	 wit h	 a	 v al u e	 of	 p r o b a bilit y.	 Aft e r	 a	 c o n st a nt	 d u r ati o n,	 t h e	 c ell	 di vi d e s. 	T h e	 fi g u r e	i s	
a d a pt e d 	f r o m	T a k a s hi	 S ait o u	 et	 al 	( 2 0 1 5).	
B ot h 	m e c h a ni sti c	 a n d 	d e s c ri pti v e	 m o d el s	 a r e	 u s ef ul	i n	t h e	 st u di e s	 of	 c ell	 c y cl e.	
F o r	 s p e cifi c	i s s u e s,	 w e	 s h o ul d	 c h o o s e	t h e	 p r o p e r	 m at h e m ati c al 	m o d el	 a n d	 r efi n e	it	
t o	 a d a pt	t o	 s p e cifi c	q u e sti o n s. 		
1. 7	  M oti v ati o n	 a n d	 o utli n e	 of	t hi s	t h e si s 	
O n e	 of	 t h e 	 m o st	 f u n d a m e nt al	 f u n cti o n s 	 of	  T G F β	 i s	 g r o wt h	 i n hi bit o r y	 eff e ct. 	
T G F β	i n d u c e s 	c ell -c y cl e 	a r r e st	i n	 G 1	 p h a s e.	 H o w e v e r,	 t h i s	k n o wl e d g e	i s	 b a s e d	 o n	
t h e	 o b s e r v ati o n	 of	 a v e r a g ed 	p o p ul ati o n	 b e h a vi o r s	 at	 s p e cifi c	 ti m e	 p oi nt s 5 6 -5 9 .	T h e	
e x a ct	 r e s p o n s e	i n	i n di vi d u al	 c ell s	i s	 n ot	 cl e a r.	 	
G 1 S G 2/ M
Si g n al
Pr o b a bilis 1 c C o nst a nt 	d ur a 1 o n
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In	 t hi s	 p r oj e ct ,	c o m bi ni n g	 m o d el	 p r e di cti o n,	 ti m e -l a p s e	 mi c r o s c o p y	 a n d	si n gl e	
c ell	 li n e a g e	 a n al y si s,	 w e	  w o ul d	 li k e	 t o	 st u d y	  G 1	 a r r e st	 i n d u c e d	 b y	  T G F β	 i n	
a s y n c h r o n o u sl y	 p r olif e r ati n g	 si n gl e	 c ell s	 a n d	 a n s w e r 	t h e	f oll o wi n g	m ai n	 q u e sti o n s:	 	
1)  S e v e r al	 diff e r e nt	 p a tt e r n s	 of	 si n gl e	 c ell	 b e h a vi o r	 c a n	 g e n e r at e	 t h e	 s a m e	
p o p ul ati o n	 b e h a vi o r .		 C ell	 c o ul d	 r e s p o n d	 t o	 T G F β	 eit h e r	i n	 a	g r a d e d 	m o d e 	
(a 	g r a d e d	 sl o w -d o w n	 of	 p r o g r e s si o n	 i n	G 1	 p h a s e	 i s	 t ri g g e r e d	 b y	i n c r e a s e d	
d o s e s	 of	  T G F β	 a n d	 t h e	 a r r e st e d	 ti m e	 i s	 a dj u st e d	 a c c o r di n g 	 t o	 t h e	
c o n c e nt r ati o n ),	 o r	i n	a n 	all -o r -n o n e 	m o d e 	(p a rti al	 c ell s	 a r e	 a r r e st e d	i n	 G 1	
p h a s e	 a n d	 t h e	 aff e ct e d	 f r a cti o n	 i s	 p r o p o rti o n a l	 t o	 t h e	 li g a n d	 d o s e).	W hi c h 	
r e s p o n s e	 m o d e 	i s	 c o r r e ct	i n	 si n gl e	 c ell s ?	
2)  A s y n c h r o n o u sl y	 p r olif e r ati n g 	c ell s	 a r e	 i n	 diff e r e nt	 c el l	 c y cl e	 p h a s e s	 u p o n	
T G F β	 sti m ul ati o n.	I s	t h e	 r e s p o n s e	t o	 T G F β	 c ell	 c y cl e	 p h a s e	 d e p e n d e nt ? 	
3)  A s y n c h r o n o u sl y	 p r olif e r ati n g 	c ell s	 a r e	 i n	 diff e r e nt	 st a g e s 	wit hi n	 e a c h 	c ell	
c y cl e	 p h a s e	 u p o n	 T G F β	 sti m ul ati o n.	 I s	 t h e	 r e s p o n s e	 t o	 T G F β	 d e p e n d e nt	 o n	
t h e	ti mi n g	 of	t r e at m e nt	 wit hi n	t h e	 p h a s e ?	
4)  T h e	 S m a d	 si g n ali n g	 pl a y s 	 a	 c e nt r al	 r ol e 	 i n	 t h e	 c a n o ni c al	  T G F β	 si g n ali n g	
p at h w a y .	 D o e s 	 t h e	 S m ad 2	 si g n ali n g	 d y n a mi c s	 d et e r mi n e 	 t h e	  G 1	 a r r e st	
d u r ati o n ?	 H o w	 d o e s	 t h e	 c ell	 d e c o d e	 a n d	i nt e g r at e	 t h e	i nf o r m ati o n	 of	 T G F β 	
sti m ul ati o n ,	th e n	 m a k e	t h e	fi n al	 d e ci si o n	 o n	 c ell	 c y cl e	 p h a s e	 p r o g r e s si o n ? 	
5)  S i n gl e	 c ell	 d at a 	 s h o w s	 i m p o rt a nt	 i nf o r m ati o n.	  B ut	 t h e	 si n gl e	 c ell	 d at a	 i s	
m o r e	 diffi c ult	 t o	 a c hi e v e	 t h a n	 p o p ul ati o n	 d at a.	 I s	 it	 p o s si bl e	 t o	 b ri d g e	 t h e	
g a p	 b et w e e n	 t h e	 p o p ul ati o n	 a n d	 si n gl e	 c ell	 s c al es	 b y	 m at h e m ati c al 	
m o d eli n g ?	 C a n	  w e	 u s e	  m o d eli n g	 t o	 f a cilit at e	 i nf e r ri n g	 si n gl e	 c ell	
i nf o r m ati o n	 b a s e d	 o n	t h e	e a sil y 	a c c e s si bl e	 p o p ul ati o n	 d at a ? 	
T hi s	  w o r k	 c h a r a ct e ri z e s	 t h e	 p r olif e r ati o n	 d e ci si o n s	 i n	 r e s p o n s e	 t o	  T G F β	 a n d	
p r o vi d e s	 t o ol s	 t o	 i n v e sti g at e	 si n gl e 	 c ell	 b e h a vi o r,	 b e n efiti n g	 f ut u r e	 st u di e s	 o n	
c yt o st ati c	 r e s p o n s e s,	 a s	 w ell	 a s 	t h e	d e v el o p m e nt 	of	t h e r a p e uti c al	 st r at e gi e s	f o r 	c ell	
p r olif e r ati o n	 c o nt r ol. 	
	
	
                                               C h a p t er  2
A  li v e -c ell  s y s t e m  t o  m o ni t or  t h e  T G F β  
si g n ali n g  a n d  c ell -c y cl e  pr o gr e s si o n  
I n	 t hi s	 c h a pt e r ,	 w e	will	 i nt r o d u c e	t h e	 d et ail s	 of	 t h e	fl u o r e s c e nt	s y st e m	 u s e d	i n	
t hi s	 p r oj e ct.	 T h e	i niti al	 q u e sti o n s	 a n d	 h y p ot h e s e s	 a r e	 p r o p o s e d. 	
T o	 st u d y	 T G F β 	si g n ali n g	 a n d	 c ell	 c y cl e	 si m ult a n e o u sl y,	  w e	 c o n st r u ct e d 	a	 c ell	
li n e	 e x p r e s si n g	E Y F P -S m a d 2	 a n d	 F U C CI	 r e p o rt e r	t o	 m o nit o r	 T G F β / S m a d	 si g n ali n g	
a n d	 c ell	 c y cl e	 p r o g r e s si o n	i n	i n di vi d u al	 c ell s. 	
Wit h 	ti m e-l a p s e	 mi c r o s c o p y,	w e	 r e c o r d e d	 t h e	 si g n ali n g	 d yn a mi c s	 a n d	 c ell	 c y cl e	
p r o g r e s si o n	 i n	 g r o wi n g	 c ell s.	 T h e	 f r a cti o n s 	of	 c ell s	 i n	 diff e r e nt	 c ell	 c y cl e	 p h a s e s	
( G 1	 o r	 S / G 2 / M	 p h a s e)	 o v e r	 ti m e	 w e r e 	 q u a ntit ati v el y 	 a n d	 eff i ci e ntl y	 m e a s u r e d .	
W h e n	 t h e	 c ell s	w e r e 	t r e at e d	 wit h	 T G F β,	t h e	f r a cti on	 of	 c ell s	i n	 G 1	 p h a s e	i n c r e a s e d .	
T o	 e x pl ai n	 t hi s 	o b s e r v ati o n,	  w e	 p r o p o s e d 	t w o	 diff e r e nt	 h y p ot h e s e s	 of	 G 1 	a r r e st 	
r e s p o n s e	 m o d e s	i n	i n di vi d u al	 c ell s:	( 1)	 G r a d e d	 r e s p o n s e;	( 2 )	 All-o r -n o n e 	r e s p o n s e. 	
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2. 1	  C o n str u cti o n	 of	 a 	fl u or e s c e nt	r e p ort er	 s y st e m	f or	m o nit or i n g	T G F β	
si g n ali n g	 a n d	 c ell -c y cl e	 p h a s e	tr a n siti o n s 	
I n	 o r d e r	 to	 si m ult a n e o u sl y	 m o nit o r	 T G F β	 si g n ali n g	 a n d	 c ell	 c y cl e	 p r o g r e s si o n ,	
w e	 e st a bli s h e d	 a	 H a C a T	 c ell	li n e	 st a bl y	 e x p r e s si n g	 E Y F P -S m a d 2	 f u si o n	 p r ot ei n, 	a	
p r e vi o u sl y	 d e s c ri b e d	fl u o r e s c e nt	 c ell	 c y cl e	i n di c at o r,	 F U C CI	 a n d 	a	 n u cl e a r	 m a r k e r,	
H 2 B -E C F P.	 S m a d 2	 n u cl e a r	 t r a n sl o c ati o n	 i s	 a 	 k e y	 st e p	 i n	 t h e	 c a n o ni c al	  T G F β	
si g n ali n g,	 a n d	t h u s	 w a s	 u s e d	t o	 r e p o rt	t h e	 T G F β	 si g n ali n g	 a cti vit y	i n	t hi s	 w o r k.	 	
I n	 t h e	 o ri gi n al	 F U C CI	 s y st e m,	  m K O 2-h C dt 1( 3 0 / 1 2 0)	 a n d	  m A G -h G e m( 1 / 1 1 0)	
w e r e	 c o -e x p r e s s e d	 t o	i n di c at e	 G 1 	a n d	 t h e	 S / G 2 / M	 p h a s e s,	 r e s p e cti v el y.	 E it h e r	 of	
t h e m	i s	 s uffi ci e nt	t o	 disti n g ui s h	 G 1	f r o m	 S / G 2 / M	 p h a s e,	 b ut 	c o -e x p r e s si o n	 of	 b ot h	
f a cilit at e s	 tr a c ki n g	 of	 p r ol if e r ati n g	 c ell s.	 N e v e rt h el e s s,	 w h e n	 c o -e x p r e s si n g	 b ot h	
i n di c at o r s	 i n	 o u r	 c ell	 li n e,	 t h e	 fl u o r e s c e n c e	 of	  m A G-h G e m( 1 / 1 1 0)	 di s a p p e a r s 	
r a pi dl y	i n	t h e	l at e	 M	 p h a s e	 b ut	t h e	fl u o r e s c e n c e	 of	 m K O 2 -h C dt 1( 3 0 / 1 2 0)	 b e c o m e s 	
d et e ct a bl e	 aft e r	 a	  w hil e,	 d u ri n g	 t hi s	 ti m e	 t h e 	c ell s	 a r e 	t ot all y	 d a r k.	  T h o u g h	 t hi s	
d a r k	 g a p	 is	 s m all,	 it	 still	 c a u s e s	 p r o bl e m s 	i n	 c ell	 t r a c ki n g	 o v e r	 g e n e r ati o n s.	  T hu s	
w e	 d e ci d e d	t o	 u s e	 H 2 B -E C F P ,	 a	 n u cl e a r	 m a r k e r,	f o r	 c ell	 s e g m e nt ati o n	 a n d	t r a c ki n g.		
T a k e n	 c o m p ati bilit y	 of	fl u o r e s c e n c e	 s p e ct r a 	i nt o	 a c co u nt ,	 w e	fi n all y	 g e n e r at e d	
a	 st a bl e	  H a C a T	 c ell	 li n e	 c o -e x p r e s si n g	 E Y F P -S m a d 2,	  m C h e r r y -h G e mi ni n( 1 / 1 1 0)	
a n d	 H 2 B -E C F P 	(Fi g u r e	 2 .1 ).	
	
Fi g u r e	 2 .1 	S c h e m ati c s h o wi n g t h e d e si g n of fl u o r e s c e nt r e p o rt e r s y st e m.		( A )	 C o n st r u cti o n 	of	 t h e	
fl u o r e s c e nt	 r e p o rt e r	 s y st e m	 t o	 m o nit o r	 t h e	 c ell	 c y cl e	 a n d	 S m a d 2	 d y n a mi c s	i n	i n di vi d u al	 c ell s.	T h e	
F U C CI	 r e p o rt e r,	 m C h e r r y -h G e mi ni n ( 1 / 1 1 0) .	 T h e	S m a d 2	 w a s	f u s e d	t o	 E n h a n c e d	 Y ell o w	 Fl u o r e s c e nt	
P r ot ei n	( E Y F P) .	 T h e	 Hi st o n e	 2 B	( H 2 B )	 w a s	f u s e d	t o	 E n h a n c e d	 C y a n	 Fl u o r e s c e nt	 P r ot ei n	( E C F P).	( B )	
C ell	 c y cl e	 di a g r a m	 s h o wi n g	 t h e	 t w o	 p h a s e s	 ( G 1	 a n d	 S / G 2 / M	 p h a s e s )	i n di c at e d	 b y	 diff e r e nt	 c ol o r s	
( n o	 c ol o r	 a n d	 r e d	 c ol o r,	 r e s p e cti v el y)	i n	t h e	 s y st e m. 	
G 1 S/ G 2/ M
tbirt h tS, o n s et tt el o p h a s e
S m a d 2E Y F PC M V H y gr o
E C F PH 2 BC M V B S D
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W e	 al s o	 c o nfi r m e d	 t h at	 t h e	 s p ati ot e m p o r al 	 p r o p e rti e s 	 of	  m C h e r r y -
h G e mi ni n( 1 / 1 1 0)	 u n d e r	t h e	 mi c r o s c o p e.	 W h e n	 r e c o r di n g	 c ell	 c y cl e	 p r o g r e s si o n	 b y	
li v e	 c ell	 i m a gi n g,	 w e	 o b s e r v e d	 t h at	 t h e	 m C h e r r y	 fl u o r e s c e n c e	 di s a p p e a r e d	 aft e r	
c ell	 di vi si o n	 a n d	 b e g a n	t o	i n c r e a s e	 aft e r	 a r o u n d	 8	 h o u r s	 ( Fi g u r e	 2 .4 A 	mi d dl e	 p a n el 	
a n d	 C ),	 w hi c h	 m at c h e s	t h e	t y pi c al 	G 1	 d u r ati o n 	of	t hi s	 c ell	li n e .	I n	 a d diti o n,	t h e	 r e d	
si g n al	l o c at e d	i n	 n u cl ei	 o nl y.	 T h u s,	 w e	 c o ul d	 u s e	 t h e	 m C h e r r y -h G e mi ni n	 si g n al	i n	
t h e	 c ell	t o	i n di c at e	it s	S / G 2 / M	 p h a s e. 	
	
Fi g u r e	 2 .4 	M e a s u ri n g	 t h e	 d y n a mi c s	 of	 S m a d 2	 a n d	 c ell	 c y cl e	  p r o g r e s si o n	 i n	 si n gl e	 c ell s .	( A )	
T h e 	 R e p r e s e nt ati v e	 li v e	 c ell	 i m a g e s	 of	 t h e	  H a C a T	 c ell s	 e x p r e s si n g 	 E Y F P -S m a d 2 ,	  m C h e r r y-
h G e mi ni n ( 1 / 1 1 0)	 a n d	 H 2 B -E C F P .	 T G F β	i s	a d d e d	 at	t h e	 4 h.	 T h e	 n u cl e a r	 s e g m e nt ati o n	 w a s	i n di c at e d	
a s	  w hit e	 ci r cl e.	  T h e	 c ell	  w a s	 t r a c k e d	 f r o m	 it s 	 bi rt h	 t o	 it s 	 di vi si o n. 	 ( B )	 Q u a ntit ati v e 	 a n al y si s	 of	
n u cl e a r 	E Y F P -S m a d 2 	u p o n	 1 0 0 p M	 T G F β 1	 sti m ul ati o n	 of	t h e	 c ell	i n	 ( A ).	( C)	 Q u a nti t ati v e	a n al y si s	 of	
n u cl e a r	 m C h e r r y -h G e mi ni n ( 1 / 1 1 0)	 of	t h e	 c ell	i n	 ( A ).	 T h e	 o n s et	 of	 S	 p h a s e	 w a s	 d efi n e d	 a s 	t h e	i niti al	
a c c u m ul ati o n	 of	 r e d	 si g n al. 	
2. 2. 3	  E Y F P -S m a d 2	r efl e ct s	 e n d o g e n o u s	 S m a d 	pr ot ei n s 	d y n a mi c s 	
W e	 u s e d 	t h e	 d y n a mi c s	 of	 E Y F P-S m a d 2	 u n d e r	 t h e	  mi c r o s c o p e	 t o	 i n di c at e	 t h e	
a cti v ati o n	 of	 T G F β	 si g n ali n g .	W h e n	 m o nit o ri n g	 t h e	 E Y F P -S m a d 2	 si g n al	 u n d e r	 t h e	
mi c r o s c o p e,	 it	  w a s	 p r e d o mi n a ntl y	 i n	 t h e	 c yt o pl a s m	 a n d	 a	 st r o n g	 n u cl e a r	
a c c u m ul ati o n	  w a s	 o b s e r v e d	 u p o n	  T G F β	 t r e at m e nt	 ( Fi g u r e	 2 .4 A	 u p p e r	 p a n el	 a n d	
B ).	
T o	 v ali d at e	 if	t h e	E Y F P -S m a d 2	 c o ul d	 r e p r e s e nt	t h e	 e n d o g e n o u s	 S m a d 2	 i n	T G F β 	
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2. 2	 	V ali d ati o n	 of	t h e	fl u o r e s c e nt	 r e p o rt e r	 s y st e m 	
	 2 5 	
1 0 0 p M	 T G F β 1	 sti m ul ati o n. 	W e	 d e m o n st r at e d	t h at	t h e	 a m o u nt	 of	 E Y F P -S m a d 2	i s	 at	
a	 c o m p a r a bl e	 l e v el	 of	 t h e	 e n d o g e n o u s	 S m a d 2,	 a n d	 t h e y	 h a d	 si mil a r	
p h o s p h o r yl ati o n	 a n d	 t r a n sl o c ati o n	 d y n a mi c	 p r ofil e s 	 i n	 r e s p o n s e	 t o	  T G F β	
sti m ul ati o n 	(Fi g u r e	 2 .5 ).	
	
Fi g u r e	 2 .5 	 W e st e r n  bl ot  a n al y si s  of  E Y F P -S m a d 2  a n d  e n d o g e n o u s  S m a d  p r ot ei n s. 	 ( A ) 	 Ti m e	
c o u r s e	 of	 S m a d	 p r ot ei n s 	i n	r e s p o n s e	 t o	 1 0 0 p M	  T G F β 1	 sti m ul ati o n. 	( B )	 N u cl e a r	 a n d	 c yt o pl a s mi c	
p r ot ei n	 e xt r a ct s	  w e r e	 a n al y z e d	 b y	  w e st e r n	 bl otti n g	  wit h	 a nti b o di e s	 a s	 i n di c at e d. 	T h e	 c ell s	  w e r e	
t r e at e d	t h e	 s a m e	 a s	i n	( A).	E x p e ri m e nt s	 w e r e	 r e p e at e d	t wi c e	i n d e p e n d e ntl y	 wit h	 si mi l a r	 r e s ult s.		
T h u s ,	t h e	 E Y F P -S m a d 2	i n	 t h e	 st a bl e	 c ell 	li n e	 c o ul d	 b e	 u s e d	 t o	f ait hf ull y	r e p o rt	
t h e	 T G F β	 si g n ali n g	 a cti vit y.	
T a k e n	 t o g et h e r,	 w e	 g e n e r at e d	 a	 s y st e m	 t o	 m o nit o r	 a n d	 q u a ntit ati v el y	 a n al y z e	
T G F β / S m a d 	si g n ali n g	 a n d	 c ell	 c y cl e	 p r o g r e s si o n	 si m ult a n e o u sl y	i n	li v e	 c ell s .	
0 h 1 5’ 1 h 2 h 3 h 4 h 6 h 8 h 0 h 1 5’ 1 h 2 h 3 h 4 h 6 h 8 h Ti m e aft er T G F β 1 sti m ul ati o n 
p E Y F P- S m a d 2
p S m a d 2
E Y F P- S m a d 2
S m a d 2
p S m a d 3
S m a d 3
S m a d 4
G R B 2
L a mi n  A/ C
N u cl e ar Pr ot ei n C yt o pl a s mi c Pr ot ei n
0 h 1 5’ 3 0’ 1 h 2 h 3 h 4 h 6 h 8 h Ti m e aft er T G F β 1 sti m ul ati o n 
p E Y F P- S m a d 2
p S m a d 2
E Y F P- S m a d 2
S m a d 2
p S m a d 3
S m a d 3
S m a d 4
G R B 2
T ot al Pr ot ei n E xtr a ctA	
B	
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2. 3	  D o s e -d e p e n d e nt	  G 1	 arr e st	 i n d u c e d	 b y	 T G F β 	 at	 t h e	 p o p ul ati o n	
l e v el	
P r e vi o u s	 st u di e s	 s h o w e d	 t h at	 w h e n	 t r e at e d	 wit h	 T G F β,	 t h e	 f r a cti o n	 of	 c ell s	i n	
G 1	 p h a s e	i n c r e a s e d 5 6 ,	 o r	 s u st ai n e d	 at	 a	 hi g h	l e v el	 aft e r	 b ei n g	 r el e a s e d	f r o m	 g r o wt h	
a r r e st 6 1 .		
T o	 st u d y	 if	 t h e	 T G F β -i n d u c e d	 G 1	 a r r e s t	  w a s	 d o s e-d e p e n d e nt	 a n d	 p h a s e -
d e p e n d e nt,	 w e	 d e ci d e d	 t o	 t r e at	 t h e	 c ell s	 wit h	 v a ri o u s	 d o s e s	 of 	T G F β 	(0,	 5,	 1 0,	 2 0,	
5 0,	 1 0 0 	o r	 2 0 0 p M )	f o r	 3 h	 a n d	  m o nit o r e d	 t h e	 f r a cti o n	 of	 c ell s	 i n	  G 1	 p h a s e	 u n d e r	
t h e	 mi c r o s c o p e	 o v e r	6 0 h 	(Fi g u r e	 2 .6 ).		
	
Fi g u r e	 2 .6 	 S c h e m ati c	 s h o wi n g	 t h e	 t r e at m e nt	 i n	 e x p e ri m e nt s.  T h e	 g r o wi n g	 c ell s	  w e r e	
m o nit o r e d	 u n d e r	t h e	 mi c r o s c o p e	 o v e r	 6 0 h.	I n	t h e	fi r st	 3 h ,	t h e	 c ell s	 w e r e	t r e at e d	 wit h	 v a ri e d	 d o s e s	
of	 T G F β .	Aft e r	t h at,	t h e	 T G F β 	w a s	 r e m o v e d. 	
T h e	 sti m ul ati o n 	ti m e	 w a s	 s et	 a s	 3 h	f o r	t w o	m ai n	 r e a s o n s:	 	
Fi r stl y,	  w e	 w e r e	 c u ri o u s	 a b o ut 	 t h e	 c ell	 c y cl e	 p h a s e	 d e p e n d e nt	 r e s p o n s e s 	
i n d u c e d	 b y	 T G F β .	 Si n c e	 t h e	c ell s	 a r e 	g r o wi n g	  w h e n	 t r e at e d	  wit h	 T G F β ,	s o m e	 of	
t h e m	 p r o g r e s s	f o r m	o n e	 c ell	 c y cl e	 p h a s e	 t o	 t h e	 n e xt 	d u ri n g	 t h e	 t r e at m e nt	 ( Fi g u r e	
2 .7 A) .	 T h e	 f r a cti o n	 of	 t h e s e	 c ell s	 i n c r e a s e s 	 w h e n	 t h e	 sti m ul ati o n	 d u r ati o n	 i s	
l e n gt h e n e d	 (t h e o r eti c all y	 a n al y si s	b y 	m at h e m ati c al	 m o d el i n g1 3 3 ,	Fi g u r e	 2 .7 B ).	T h e	
a v e r a g e	 G 1,	 S / G 2 / M	 p h a s e	 d u r ati o n	i s	 8 h,	 1 2 h,	 r e s p e cti v el y.	 T h e	 ti m e	 wi n d o w	 of	
3 h	 t r e at m e nt	 l a r g el y	 a v oi d s	 t h e	 sti m ul ati o n	 o v e r	 t w o	 p h a s e s	 a n d	 f a cilit at e s	
a n al y zi n g	 c ell	 c y cl e	 p h a s e	 d e p e n d e nt	 r e s p o n s e s. 	
S e c o n dl y,	t h e	 n u cl e a r	 a c c u m ul ati o n	 of	 S m a d 2	 r e a c h e s	t h e	 m a xi m u m	i n	 2 h	 aft e r	
sti m ul ati o n	 ( Fi g u r e	 2 .4 A	 a n d	 B	 a n d 	Fi g u r e	 2 .5 B ).	T h e 	3 h	i m a gi n g	 c o ul d	 c a pt u r e	t h e	
a m plit u d e	 of	 n u cl e a r	 S m a d 2	 d y n a mi c s	 a n d	 a v oi d	  m e a s u r e m e nt	 a b e r r ati o n s,	 li k e	
p h ot o	 b e a c hi n g.	 	
Ti m e
P ul s e sti m ul ati o n 
b y 3 h T G F β  
Gr o wi n g
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Fi g u r e	 2 .7 	C ell s	  u n d e r g o	  p h a s e	 t r a n siti o n	  d u ri n g	 T G F β 	s ti m ul ati o n.	 	( A )	 S c h e m ati c	 s h o wi n g	
t h e	 c ell s	 u n d e r g o	 G 1 / S	 p h a s e	 t r a n siti o n	 o r	 M / G 1	 p h a s e	 t r a n siti o n	d u ri n g	 t h e	 T G F β 	t r e at m e nt.	 ( B )	
T h e o r eti c all y	 a n al y si s	 i n di c at e s	 t h at	 t h e	 f r a cti o n	 of	 c ell s	 u n d e r g o	 p h a s e	 t r a n siti o n	 d u ri n g	
sti m ul ati o n	i n c r e a s e d	 wit h	l e n gt h e n e d	 sti m ul ati o n	 d u r ati o n s. 	
Aft e r	 d at a	 a c q ui siti o n,	 w e	 fi r st	c h e c k e d	t h e	 p o p ul ati o n	 b e h a vi o r	i n	 r e s p o n s e	t o	
t h e	 v a ri o u s	 d o s e s	of	 T G F β .	A c c o r di n g	t o	t h e	 k n o wl e d g e	i n	lit e r at u r e,	 w e	 e x p e ct e d	 a 	
l a r g e r	 f r a cti on	 of	 c ell s	 i n	  G 1	 p h a s e	 aft e r	 T G F β 	sti m ul ati o n.	 T h e	 n u m b e r	 of	 c ell s	
wit h	 o r	  wit h o ut	  m C h e r r y	 si g n al	 (i n	 S / G 2 / M	 o r	  G 1	 p h a s e,	 r e s p e cti v el y)	  w a s	
c o u nt e d	 i n 	e a c h	 i m a g e s	 a n d	 t h e	 f r a cti o n	 of	 c ell s	 i n	  G 1	 p h a s e 	( G 1	 f r a cti o n)	w a s	
c al c ul at e d 	a n d	 pl ott e d 	(Fi g u r e	 2 .8 ).		
	
Fi g u r e	 2 .8 	G 1	 a r r e st	 i n d u c e d	 b y	 T G F β 	at	 p o p ul ati o n	 l e v el .		( A ) 	T h e	f r a cti o n s	 of	t h e	 c ell s	i n	 G 1	
p h a s e	 w e r e	 m o nit o r e d	 aft e r	 3 h	 of	 T G F β 1	 sti m ul ati o n	( 0, 5, 1 0, 5 0, 1 0 0	 o r	 2 0 0 p M ).	 T G F β	 w a s	 a d d e d	 at	
0 h 	a n d	 r e m o v e d	 at	 3 h .	T h e	 e x p e ri m e nt s	  w e r e	 r e p e at e d	 at	 l e a st	 3 	ti m e s	i n d e p e n d e ntl y.	T h e	 d at a	
w a s	 o bt ai n e d	 b y	 c al c ul ati n g 	t h e	 a v er a g e	 v al u e s	 of	 e x p e ri m e nt al	 d at a	f r o m	 3 	t o	 7	 r e pli c at e s.	 E r r o r	
b a r s:	 st a n d	 e r r o r	 of	t h e	 m e a n .	( B ) 	L eft:	 S c h e m ati c	 d efi niti o n s	 of	 M a xi m u m 	a n d	 D u r ati o n ;	M a xi m u m 	
d e s c ri b e s 	t h e	l a r g e st	 diff e r e n c e	 b et w e e n 	t h e	G 1	f r a cti o n	 of 	e x p e ri m e nt al 	g r o u p 	a n d	 t h at	 of	 c o nt r ol	
g r o u p ;	D u r ati o n 	d e s c ri b e s 	t h e	 ti m e	 p e ri o d,	 d u ri n g	 w hi c h	 t h e	G 1	f r a cti o n	 of	 e x p e ri m e nt al 	g r o u p	i s	
l a r g e r	 t h a n	 c o nt r ol.	Ri g ht:	 T h e	 m a xi m u m	 a n d	 t h e	 d u r ati o n	i n c r e a s e	 u p o n	 diff e r e nt	 c o n c e nt r ati o n s	
of	 T G F β	t r e at m e nt	i n	( A ).		
A r o u n d	 3 h	 aft e r	  T G F β	 t r e at m e nt,	 t h e	 f r a cti o n	 of	 c ell s	 i n	  G 1	 p h a s e	 i n c r e a s e d,	
w hi c h	 r e a c h e d	t h e	 m a xi m u m	i n	 1 5 -2 0 h	 a n d	t h e n	f ell	 b a c k	t o	t h e	i niti al	l e v e l.	T h e s e	
A	 B	
0 3 6 9 1 2 1 5 1 8
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W e	 t ri e d	 t o	 u s e	 s o m e	 t o ol s	 f o r	 a ut o m ati c	 si n gl e	 c ell	 li n e a g e	 t r a c ki n g ,	 e. g.	 C ell	
p r ofil e r.	 H o w e v e r,	it	 t u r n e d	 o ut	 t h at	 t h e	 a c c u r a c y	 w as	 u n a c c e pt a bl y 	l o w	f o r	l o n g-
t e r m	 li v e	 c ell	 i m a gi n g	a n al y si s.	 S o m e	 c h a r a ct e ri sti c s 	of	 t h e	 g r o wi n g	 H a C a T	 c ell s 	
l e a d e d	 t o	 t h e	 f ail u r e	 i n	li n e a g e	 t r a c ki n g,	 su c h	 a s 	h i g h	  m o bilit y,	 o v e rl a p pi n g,	 c ell	
di vi si o n	 a n d	 h et e r o g e n e o u s	 n u cl e a r	  m a r k e r	 si g n al s .	 I nt r o d u ci n g	  ma n u al	
c o r r e cti o n	 c o ul d	i n c r e a s e	t h e	 a c c u r a c y 	b ut	 w a s	 e xt r e m el y 	ti m e-c o n s u mi n g. 	
Si n c e	 c o m p ut ati o n al	 o r 	 m at h e m ati c al 	 m o d eli n g 	 i s	 v e r y	 h el pf ul	 i n	 p r e di cti o n	
a n d	 gi v e s 	g ui d e s	f o r	 d e si g ni n g 	e x p e ri m e nt s,	 w e	 d e ci d e d 	t o	 t e st	t h e	h y p ot h e s e s	 i n	
sili c o	b y	 m at h e m ati c al 	m o d eli n g 	a s	t h e	fi r st	 st e p .		
	
	
                           C h a p t er  3
M at h e m a ti c al  m o d eli n g  of  c ell  c y cl e  
re g ul a ti o n  b y  T G F β   
I n	 t hi s	 c h a pt e r,	 w e	 i nt r o d u c e	 h o w	 t h e	p o p ul ati o n	 b al a n c e	  m o d el 	of	 c ell	 c y cl e 	
(P B M )	w a s	 d e v el o p e d ,	  w hi c h	c o ul d	 d e s c ri b e 	t h e	 n u m b e rs	 of	 g r o wi n g	 c ell s	 o v e r	
ti m e.		
T h e	 eff e ct s	 of 	T G F β 	o n	 c ell	 c y cl e	 w e r e	 si m ul at e d	 b a s e d	 o n	 t h e	 a s s u m pti o n	 of	
eit h e r	 g r a d e d	 r e s p o n s e 	 o r 	 all -o r -n o n e 	 r e s p o n s e.	 C o m p ut ati o n al	 si m ul ati o n s	
s u g g e st e d	 i n h e rit a bl e	  G 1	 a r r e st	 aft e r	 c ell	 di vi si o n 	 a n d	 st r o n gl y	 s u p p o rt e d	 t h e	
h y p ot h e si s 	t h at	T G F β 	i n d u c e s	all -o r -n o n e 	G 1	 a r r e st	 r e s p o n s e .	
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3. 1	  T h e	 p o p ul ati o n	 b al a n c e	 m o d el 	of	 c ell	 c y cl e 	( P B M)	
M e c h a ni sti c	 m o d el s	 ( c o nt ai ni n g	 p r ot ei n	i nt e r a cti o n	 n et w o r k s)	 of	 t h e	 c ell	 c y cl e	
h a v e	 b e e n	 e xt e n si v el y	 d e v el o p e d	 t o	 e x pl ai n	 t h e	  m ol e c ul a r	  m e c h a ni s m	 of	 c ell	
g r o wt h.	 C o m p a r e d	 wit h	 t h e m ,	 d e s c ri pti v e	 m o d el s	f o c u s	 o n	 t h e	 m e a s u r a bl e	 c a u s e-
eff e ct	 p h e n o m e n a	 t o	 d e s c ri b e	 t h e	 o v e r all	 s y st e m	 b e h a vi o r	  w hil e	 a v oi d i n g	
m o d eli n g	 of	 c o m pl e x	 m ol e c ul a r	 m e c h a ni s m 1 3 4 .		
B e c a u s e	 o u r	 p ri m a r y	 f o c u s	 i n	 t hi s	  w o r k	  w a s 	 t h e	  G 1	 a r r e st	 p h e n o m e n a	 i n	
r e s p o n s e	 t o 	 T G F β	 t r e at m e nt,	  w e	 d e ci d e d	 t o	 u s e	 a	 d e s c ri pti v e	  m o d el .	  H e r e	  w e	
d e v el o p e d	 a	 p o p ul ati o n	 b al a n c e	 m o d el 	of	 c ell	 c y c l e	( P B M)	t o	 d e s c ri b e	t h e	 ki n eti c s	
of	 c ell	 p o p ul ati o n	i n	 e a c h	 p h a s e 1 3 5 .		
B y	 a p pl yi n g	 t h e	 P B M 	t o	 si m ul at e	 c ell s	 i n	 r e s p o n s e	 t o	 T G F β 	(g r a d e d	 o r	 all -o r -
n o n e 	 r e s p o n s e	  m o d e ),	  w e	 c o ul d	 p r e di ct 	 t h e	 fl u ct u ati o n	 of	 t h e	 G 1	 f r a cti o n 	 (t h e	
f r a cti o n	 of	 c ell s	i n	 G 1	 p h a s e)	o v e r	 ti m e .	B y	 c o m p a ri n g	 t h e	 m o d el	 p r e di cti o n s 	w it h	
e x p e ri m e nt al	 d at a,	 w e	 c o ul d	fi n d 	o ut	 t h e	 r e s p o n s e	 m o d e 	s u p p o rt e d	 b y	 t h e	 m o d el	
s i m ul ati o n	 a n d	t h e n	v e rif y	it	 b y 	e x p e ri m e nt s. 	
3. 1. 1	  M o d el	 fr a m e w or k	
T o	  m a k e	 t h e	 c o n c e pti o n	 of	 P B M	 st r ai g htf o r w a r d	 a n d	 e a s y	 t o	 u n d e r st a n d,	  w e	
will	i nt r o d u c e	t h r e e	 m o d el s	 of	 c ell	 c y cl e	i n	t h e	 s e cti o n,	f r o m	t h e	 si m pl e st	 C C P -O D E	
m o d el 	t o	 P B M	(T a bl e	 3 -1 ,	Fi g u r e	 3 .1 ),	 s h o wi n g	 h o w	t h e	 P B M	 w as	 e v ol v e d	f r o m	t h e	
si m pl e st	 C C P -O D E	 m o d el. 	
T a bl e	 3 -1 	M o d el s	 of	 c ell	 c y cl e	 p r o g r e s si o n 	
 M o d el s *  
P h a s e - t o -
p h a s e 
p r o g r e s si o n  
I n t r a - p h a s e 
i n f o r m a ti o n 
H e t e r o g e n e o u s 
p h a s e 
d u r a ti o n s  
R e f e r e n c e  
1  C C P -O D E   - - 1 3 4, 1 3 6  
2  C C P -I nt r a Ph a s e    - 1 3 5  
3  P B M     1 3 4, 1 3 5  
* C C P: c ell c y cl e p h a s e; O D E: o r di n a r y diff e r e nti al e q u ati o n s . : t h e m o d el d e s c ri b e s t h e 
c h a r a ct e ri sti c.  
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3. 1. 1. 1	  C C P -O D E	 m o d el 	
T o	 d e s c ri b e	 t h e	 n u m b e r s	 of	 c ell s	 i n	 diff e r e nt	 c ell	 c y cl e	 p h a s e s,	 t h e	 si m pl e st	
a p p r o a c h 	w a s	t o	 u s e	t w o	 v a ri a bl e s 	( G	 a n d	 M)	t o	 d e s c ri b e	t h e	 n u m b e r	 of	 c ell s	i n	G 1	
a n d	 S / G 2 / M	 p h a s e s 	 (Fi g u r e	 3 .1 A) .	 I n	 t hi s	 si m pl e	  m o d el,	 t h e r e	  w e r e	 t w o	
p a r a m et e r s	 ( ! ! 	a n d	 ! ! )	 t o	 r e p r e s e nt 	 e a c h	 p h a s e	 d u r ati o n s ,	 a n d	 t w o	 o r di n a r y	
diff e r e nti al	 e q u ati o n s 	( O D E s)	t o	 d e s c ri b e	 p h a s e	t r a n siti o ns	( E q u ati o n	 1 	a n d	 2 ):	




! ! 	 (1 )	




! ! 	 (2 )	
w h e r e	 G	 a n d	 M	 a r e	t h e	 c ell	 n u m b e r s	i n	 G 1	 a n d	 S / G 2 / M	 p h a s e s ,	 r e s p e cti v el y;	! ! 	
a n d	 ! ! 	a r e	t h ei r	 r e s p e cti v e	 p h a s e	 d u r ati o n s. 	
3. 1. 1. 2	  C C P -I ntr a P h a s e	 m o d el	
H o w e v e r,	t hi s	 C C P -O D E	 m o d el	 o nl y	 d e s c ri b e d 	t h e	 a v e r a g e d	 p h a s e	 b e h a vi o r	 a n d	
n e gl e ct s	 t h e	 i nt r a p h a s e	 c o o r di n at e s.	 T h e r ef o r e	 a	 r e vi s e d 	 m o d el	  w a s	 d e v el o p e d, 	
c o n si d e ri n g	t h e	i nt r a -p h a s e	i nf o r m ati o n 	( C C P-I nt r a P h a s e	 m o d el).	I n	t h e	 m o d el,	 w e	
di vi d e d 	 G 1	 a n d	 S / G 2 / M	 p h a s e s 	 i nt o	 s m all	 s u b-p h a s e s,	 c ell s	 i n	 e a c h	 s u b -p h a s e	
c o ul d 	m o v e	t o	t h e	 n e xt	 s u b -p h a s e 	(Fi g u r e	 3 .1 B) .		
W e	 c o ul d	 d e s c ri b e	 t h e	 n u m b e r	 of	 c ell s	 i n	 e a c h	 s u b -p h a s e	 b y	 o n e	 o r di n a r y	
diff e r e nti al	 e q u ati o n	( E q u ati o n	 3 	a n d	 4 ):	









2 ! !! −
! !
! 	 ! " #  ! = 1 	
(3 )	
	 ! !! !! −
! !
! 	 ! " #  ! = 2 ,… ,! 	












! 	 ! " #  ! = 1 	 (4 )	
	 ! ! ! !! −
! !
! 	 ! " #  ! = 2 ,… ,! 	
w h e r e	 ! ! 	a n d	 ! ! 	a r e	 t h e	 c ell	 n u m b e r s	i n	 t h e	 !-t h	 s u b-p h a s e	i n	 G 1	 a n d	 !-t h	 s u b-
p h a s e	i n	 S / G 2 / M,	 r e s p e cti v el y;	 ! 	i s	t h e	 d u r ati o n	 of	t h e	 s u b-p h a s e.	 	
N ot a bl y,	 h e r e	 w e	 s et	t h e	 s a m e	l e n gt h	 ( ! )	f o r	 all	t h e	 s u b-p h a s e s	i n	t h e	 c ell	 c y cl e	
t o	 a v oi d	 i nt r o d u ci n g	 n oi s e.	  T h u s	 t h e	 G 1	 a n d	 S / G 2 / M	 p h a s e s 	 w e r e 	 di vi d e d	 t o	
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c e rt ai n	 n u m b e r s	 of	 s u b -p h a s e s	 ( h e r e	 ! 	a n d	 ! 	f o r	 G 1	 a n d	 S / G 2 / M 	 p h a s e s ,	
r e s p e cti v el y)	 a c c o r di n g	 t o	 t h e	  m a xi m u m	 l e n gt h	 of	 t h e	 r e s p e cti v e	 p h a s e	 d u r ati o n	
m e a s u r e d	 i n	 e x p e ri m e nt s.	  M o r e o v e r ,	 t h e	 fi n e r	 s u b-p h a s e	  w e	 di vi d e ,	 t h e	 l a r g e r	
n u m b e r s	 of	t h e	 O D E s,	 a n d	t h e	 b ett e r	it	 d e s c ri b e s 	t h e	 c ell	 c y cl e	p r o g r e s si o n. 	
	
Fi g u r e	 3 .1 	S c h e m ati c	  di a g r a m s	 f o r	  m o d el	 c o n c e pti o n s .		( A )	 C C P -O D E	  m o d el:	 a 	si m pl e	  m o d el	
wit h	 t w o	 v a ri a bl e s	 d e s c ri bi n g	 t h e	 n u m b e r	 of	 c ell s	 i n	 G 1	 a n d	 S / G 2 / M	 p h a s e s ,	 a n d	 t w o	  O D E s	 t o	
d e s c ri b e	 p h a s e	 t r a n siti o n s. 	( B )	 C C P -I nt r a P h a s e	  m o d el:	 a	 r e vi s e d	  m o d el 	b y	 c o n si d e ri n g	 t h e	 i nt r a -
p h a s e	i nf o r m ati o n.	I n	t hi s 	m o d el,	 G 1	 a n d	 S / G 2 / M	 p h a s e s 	a r e 	di vi d e d	i nt o	fi n e	 s u b -p h a s e s. 	T h e	 c ell s	
i n	 e a c h	 s u b-p h a s e	 c a n	  m o v e	 t o	 t h e	 n e xt	 s u b -p h a s e.	 ( C)	 P B M:	 t h e	 p o p ul ati o n	 b al a n c e	  m o d el, 	
c o n si d e ri n g	 t h e	 i nt r a -p h a s e	 i nf o r m ati o n	 a n d	 n oi s e 	 ( V a ri e d	 p h a s e	 d u r ati o n s	 i n	 i n di vi d u al	 c ell s) .		
T h e	 c ell s	i n	 e a c h	 s u b -p h a s e	 c a n	 eit h e r	 m o v e	t o	t h e	 n e xt	 s u b -p h a s e,	 o r	 di r e ctl y	 m o v e	t o	t h e	fi r st	 s u b -
p h a s e	 of	t h e	 n e xt	 c ell -c y cl e	 p h a s e. 	
1
12
p M → G (j)	
G( i)	
M(j)	
p G → M (i)	
i
i+1 ...















C C P- O D E C C P- I ntr a P h a s e
P B M
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3. 1. 1. 3	  P B M	( p o p ul ati o n	 b al a n c e	 m o d el 	of	 c ell	 c y cl e )	
T h e	 C C P -I nt r a P h a s e	 m o d el	 a s s u m e d 	 t h at	 e v e r y	 c ell	 h a s	 t h e	 s a m e	  G 1	 l e n gt h	
(! ∙ ! )	 a n d	 s a m e	 S / G 2 / M	l e n gt h	 ( ! ∙ ! ).	 H o w e v e r,	 n oi s e	 e xi st s	i n	 r e alit y	 t o	 v a r y	t h e	
c ell	 c y cl e	 p h a s e	 d u r ati o n s	 i n	 t h e	 c ell	 p o p ul ati o n.	  W h e n	 r efl e ct e d	 i n	 t h e	 m o d el,	 a	
c ell	i n	 e a c h	 s u b -p h a s e	 c o ul d	 n ot	 o nl y	 m o v e	 t o	 t h e	 n e xt	 s u b -p h a s e,	 b ut	 c o ul d	 al s o	
di r e ctl y	 t r a n sit	 t o	 t h e	 fi r st	 s u b -p h a s e	 of	 t h e	 n e xt	 p h a s e .	  T h u s	 t h e	 P B M	  w a s	
d e v el o p e d,	 c o n si d e ri n g	 h et e r o g e n e o u s	 c ell	 c y cl e	 p h a s e	 d u r ati o n s 	(Fi g u r e	 3 .1 C) .		
T o 	i nt r o d u c e	 n oi s e	(t o	 v a r y	 t h e	 c ell	 c y cl e	 p h a s e	 d u r ati o n s )	i nt o	 t h e	 m o d el,	 w e	
i nt r o d u c ed 	 a	 s et	 of	 p a r a m et e r s	 of	 p h a s e	 t r a n siti o n	 p r o b a biliti e s 	 (i. e.	 t h e	
p r o b a bilit y	 of	 a	 c ell	t r a n siti n g	i nt o	 n e xt	 c ell	 c y c l e	 p h a s e	 at	 c e rt ai n	 s u b-p h a s e):  ! ! → ! 	
o r	 ! ! → ! 		,	 f o r	 c ell s	 i n	  G 1	 o r	 S / G 2 / M	 p h a s e,	 r e s p e cti v el y.	F o r	 t h e	 c ell s	 i n	 e a c h	 s u b -
p h a s e,	 t h e y	 h a v e	 t w o	 p o s si bl e	 f at e s:	 ( 1)	 t r a n sit	 t o	 t h e	 fi r st	 s u b-p h a s e	 of	 t h e	 n e xt	
p h a s e 	 ( wit h	 a	 p r o b a bilit y	 ! ! → ! 	o r	 ! ! → ! 	);	 ( 2)	 m o v e	 t o	 t h e	 n e xt	 s u b -p h a s e 	 ( wit h	 a	
p r o b a bilit y	 1 − ! ! → ! 		o r		 1 − ! ! → ! 		).	T h e r ef o r e,	 w e	 c o ul d	 d e s c ri b e	 e a c h	 s u b -p h a s e	 b y	














2 ! !! 1 − ! ! → ! ! + 2 ! ! ∙ ! ! → ! !
!
! ! !
− ! !! 1 − ! ! → ! ! − ! ! ∙ ! ! → ! ! 	
( 5 )	! " #  ! = 1 	
! !! !
! 1 − ! ! → ! ! − 1 −
! !
! 1 − ! ! → ! ! − ! ! ∙ ! ! → ! ! 	
















! 1 − ! ! → ! ! + ! ! ∙ ! ! → ! !
!
!! !
− ! !! 1 − ! ! → ! ! − ! ! ∙ ! ! → ! !  
( 6 )	! " #  ! = 1  
! ! ! !
! 1 − ! ! → ! ! − 1 −
! !
! 1 − ! ! → ! ! − ! ! ∙ ! ! → ! !  
! " #  ! = 2 ,… ,!  
w h e r e	 ! ! 	a n d	 ! ! 	a r e	 t h e	 c ell	 n u m b e r s	i n	 t h e	 !-t h	 s u b-p h a s e	i n	 G 1	 a n d	 !-t h	 s u b-
p h a s e	 i n	 S / G 2 / M,	 r e s p e cti v el y;	 ! 	i s	 t h e	 d u r ati o n	 of	 t h e	 s u b-p h a s e;	 ! ! → ! ! 	a n d	
! ! → ! ! 	a r e	 t h e	 c o n diti o n al	 p h a s e	 t r a n siti o n	 p r o b a biliti e s	 of	 t h e	 !– t h	 s u b-p h a s e	 i n	
G 1	 a n d	t h e	 !– t h	 s u b-p h a s e	i n	 S / G 2 / M,	 r e s p e cti v el y. 	
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U p	 t o	 n o w,	  w e	 d e v el o p e d	 a	 P B M	 c o nt ai ni n g	 t w o	 s et s	 of	  O D E s	 t o	 d e s c ri b e	 t h e	
c ell	 c y cl e	 p r o g r e s si o n s	 of	 h et e r o g e n e o u s	 p r ol if e r ati n g	 c ell s.	
3. 1. 2	  M o d el	 a s s u m pti o n s 	
T h e	 P B M	 w a s 	d e v el o p e d	 b a s e d	 o n	t h e	f oll o wi n g	 a s s u m pti o n s:	 	
( 1) T h e	 c ell	 c y cl e	i s	 c o n si st e d	 of	f o u r	 p h a s e s:	 G 1,	 S,	 G 2	 a n d	 M	 p h a s e.	 A s	 w e	
f o c u s	 o n	  G 1	 p h a s e,	  w e	 di vi d e	 c ell	 c y cl e	 d u r ati o n	 i nt o	 t w o	 p a rt s:	  G 1	
p h a s e	 d u r ati o n	 a n d	 S / G 2 / M	 p h a s e	 d u r ati o n.	 E a c h	 p h a s e	 d u r ati o n	 ( G 1	 o r	
S / G 2 / M	 p h a s e)	i s	 a s s u m e d	t o	f oll o w	 a	l o g n o r m al	 di st ri b uti o n 1 3 7, 1 3 8 .		
( 2) O n e	 c ell	 di vi d e s	i nt o	t w o	 c el l s	 aft e r	t h e	 c o m pl eti o n	 of	t h e	 S / G 2 / M	 p h a s e.	
( 3) W e	 o b s e r v e d	f e w	 c ell s	 di e d	i n	 o u r	 e x p e ri m e nt s.	 T o	 si m plif y	 t h e	 m o d el,	
t h e	 c ell	 d e at h	i s	 n ot	 c o n si d e r e d	h e r e 	i n	 t h e	 m o d el.	 B ut	 t h e	 P B M	 c a n	 b e	
e xt e n d e d	t o	i n cl u d e	 c ell	 d e at h 	i n	t h e	f ut u r e	 st u di e s.	
3. 1. 3	  E sti m ati n g 	t h e	 p ar a m et er s	 of	t h e	P B M	 	
N e xt,	 w e	 e sti m at e d	t h e	 v al u e s	 of 	p a r a m et e r s 	i n	t h e	 P B M	(T a bl e	 3 -2 ).		
T a bl e	 3 -2 	S u m m a r y	 of	t h e	 p a r a m et e r s	i n	 P B M 	
 P a r a m e t e r  A n n o t a ti o n  
1  µ !  P a r a m et e r µ  of t h e l o g -n o r m all y di st ri b ut e d G 1 p h a s e d u r ati o n   
2  σ !  P a r a m et e r σ  of t h e l o g -n o r m all y di st ri b ut e d G 1 p h a s e d u r ati o n   
3  µ !  P a r a m et e r µ  of t h e l o g -n o r m all y di st ri b ut e d S / G 2 / M p h a s e d u r ati o n   
4  σ !  P a r a m et e r σ  of t h e l o g -n o r m all y di st ri b ut e d S / G 2 / M p h a s e d u r ati o n  
5  τ  T h e d u r ati o n of t h e s u b p h a s e  
6  n  T h e n u m b e r of s u b p h a s e s i n G 1 p h a s e  
7  m  T h e n u m b e r of s u b p h a s e s i n S / G 2 / M p h a s e  
8  ! ! → ! ( !)  T h e p r o b a bilit y of c ell s t r a n siti n g i nt o S / G 2 / M p h a s e at i -t h s u b-p h a s e 
i n G 1 p h a s e; i = 1, … , n 
9  ! ! → ! ( !)  T h e p r o b a bilit y of c ell s t r a n siti n g i nt o G 1 p h a s e at j -t h s u b-p h a s e i n 
S / G 2 / M p h a s e; j = 1, …  , m 
	
W e	 q u a ntit ati v el y	  m e a s u r e d	 t h e	 G 1	 o r	 S / G 2 / M 	p h a s e	 d u r ati o n s	 of	 u nt r e at e d 	
c ell s	 i n	 e x p e ri m e nt s. 	T h e	 d at a	 fitt e d 	t o	 l o g n o r m al	 di st ri b uti o n	 f u n cti o n s	 a n d	 t h e	
v al u e s	 of	 p a r a m et e r s	( µ ! ,	σ ! ,µ ! 	a n d	 σ ! )	 w e r e	c al c ul at e d	( Fi g u r e	 3 .2 ).		
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Aft e r	 t h at,	  w e	 s et	 t h e	 v al u e	 of  τ ,	n 	a n d	 m .	  T h e	 t h e o r eti c al	 9 9 %	 c o nfi d e n c e	
i nt e r v al s	 of	G 1	 a n d	 S / G 2 / M	 p h a s e	 d u r ati o n s 	w e r e	 c al c ul at e d	 b a s e	 o n	t h e	 v al u e s	 of	
µ ! ,	σ ! ,µ ! 	a n d	 σ ! .	 I n	 t h e	 m o d el,	 w e	 di vi d ed 	G 1	 a n d	 S / G 2 / M	 p h a s e s 	i nt o	 n	 a n d	 m	
s u b -p h a s e s. 	T h e	 d u r ati o n s	 of	 s u b -p h a s e s	 w e r e 	t h e	 s a m e	 (! ).		 T h e	l e n gt h	 of	 G 1	 ( ! ∙
! )	 a n d	 S / G 2 / M	 (! ∙ ! )	 p h a s e	  w e r e	s et	 a s	 t h e	 u p p e r	 e n d p oi nt s	 of	 t h e	 c o nfi d e n c e	
i nt e r v al s.	 T h e	 fi n e r	 s u b -p h a s e	  w e	 di vi d e ,	 t h e	 b ett e r	 it	 d e s c ri b e s	 t h e	 c ell	 c y cl e	
p r o g r e s si o n	 a n d	 t h e	l a r g e r	 n u m b e r s	 of	 t h e	 O D E s	i n	 t h e	 m o d el.	 W e	f o u n d	t h at	 t h e	
m o d el	  wit h	 n	 l a r g e r	 t h a n	 5 0 0	  w a s	 a c c e pt a bl e	 t o	 d e s c ri b e s	 t h e	 c ell	 c y cl e 	
p r o g r e s si o n	 of	 o u r	 c ell	 li n e	 u s e d	 i n	 e x p e ri m e nt s.	  W e	 d e ci d e d	 t o	 di vi d e	  G 1	 p h a s e	
i nt o	 5 5 0	 s u b-p h a s e s	 ( n = 5 5 0).	  T h e n	 t h e	 v al u e s	 of	 p a r a m et e r s  ! 	a n d	 ! 	w e r e	
c al c ul at e d	 a c c o r di n g l y.	
	
Fi g u r e	 3 .2 	D i st ri b uti o ns 	of	 c ell	 c y cl e	 p h a s e	 d u r ati o n s .			( A )	G 1	 p h a s e	 d u r ati o n 	di st ri b uti o n.	 T h e	
G 1	 p h a s e	 d u r ati o n s	 of	 2 2 2	 c ell s	 e x p e ri m e nt all y	 m e a s u r e d.	 ( B ) 	S / G 2 / M	 p h a s e	 d u r ati o n 	di st ri b uti o n .	
T h e	 S / G 2 / M	 p h a s e	 d u r ati o n s	 of	 7 4	 c ell s	 w e r e	 e x p e ri m e nt all y	 m e a s u r e d.	 T h e	 e x p e ri m e nt al	 d at a	fit s	
t o	 l o g n o r m al	 d e n sit y	 f u n cti o n s	 a n d	 t h e	 v al u e s	 of	 p a r a m et e r s	 ( m u 	 a n d	 si g m a)	  w e r e 	 c al c ul at e d.	
T h o s e	 c ell s	 w e r e	 r a n d o ml y	 c h o s e n	f r o m	t h r e e	i n d e p e n d e ntl y	 r e p e at e d 	e x p e ri m e nt s.	 	
K n o wi n g	 t h e	 v al u e s	 of  ! ,	n ,	! ,	µ ! ,	σ ! ,µ ! 	a n d	 σ ! ,	 t h e	 t r a n siti o n	 p r o b a bilit y	
( ! ! → ! 	o r	 ! ! → ! )	 c o ul d 	b e	 c al c ul at e d.	 L o g n o r m al	 p o s si bilit y	 d e n sit y	 f u n cti o n s	 of	 G 1	 o r	
S / G 2 / M	 p h a s e	 d u r ati o n s 	w e r e	 si m ul at e d 	(Fi g u r e	 3 .3 A ,	E q u ati o n	 7 	a n d	 8 ).		
	 ! ! !  ! " # $ %& ' ( = ~  ! " # $ " % &! ' ( ) ! ! ,! ! 	 (7 )	
	 ! ! / ! ! / !   ! " ! " #$ % & = ~  ! " # $ " % &! ' ( ) ! ! ,! ! 	 (8 )	
	
N ot a bl y,	 t h e s e	 di st ri b uti o n s	 (E q u ati o n	 7 	a n d	 8 )	 r e p r e s e nt	 t h e	 p r o b a biliti e s	 of	
p h a s e	 d u r ati o n s,	 w hi c h	 a r e	 a ct u all y	 c o n diti o n al	 p r o b a biliti e s 	(i. e.	t h e	 p r o b a bilit y	 of	
0 2 0 0 4 0 0 6 0 0 8 0 0 1 0 0 0











G 1 p h a s e
m u = 6. 1 6 4 6
si g m a = 0. 2 2 1 8
0 2 5 0 5 0 0 7 5 0 1 0 0 0 1 2 5 0










S/ G 2/ M p h a s e
m u = 6. 6 6 8 1
si g m a = 0. 1 5 0 5
A	 B	
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c ell	t r a n siti n g	 di r e ctl y	t o	t h e	 n e xt	 p h a s e	 u n d e r	t h e	 c o n diti o n	t h at	it	 di d	 n ot	t r a n sit	
i n	 t h e	 p r e vi o u s	 s u b-p h a s e s). 	 F o r	 c ell s	 in	 e a c h	 s u b -p h a s e,	 t h e 	 p h a s e	 t r a n siti o n	
p r o b a bilit y 	( ! ! → ! 	o r	 ! ! → ! )	 c o ul d	b e	 c al c ul at e d	 a c c o r di n gl y	 ( Fi g u r e	 3 .3 B ,	 E q uati o n	 9 	
a n d	 1 0 ).	
! ! !  ! " # $ %& ' ( ( !) = ! ! → ! ( !) ∗ ( 1 − ! ! → ! ( ! − 1 ) ) ∗ … ∗ ( 1 − ! ! → ! ( 1 ) )    ! = 1 ,… ,! 	 (9 )	
! ! / ! ! / !  ! " # $ %& ' ( ( !) = ! ! → ! ( !) ∗ ( 1 − ! ! → ! ( ! − 1 ) ) ∗ … ∗ ( 1 − ! ! → ! ( 1 ) )   ! = 1 ,… ,! 	 (1 0 )	
	
	
Fi g u r e	 3 .3 	 E x a m pl e s	 s h o wi n g	 t h e	  m et h o d	 t o	 c al c ul at e	 p h a s e	 t r a n siti o n	  p r o b a biliti e s. 	 ( A )	
L o g n o r m al	 p o s si bilit y	 d e n sit y	 f u n cti o n s	of	 G 1	 o r	 S / G 2 / M	 p h a s e	 d u r ati o n s 	w e r e 	c al c ul at e d	 b a s e d	 o n	
t h e	 v al u e s	 of	µ ! ,	σ ! ,µ ! 	a n d	 σ ! 	i n	T a bl e	 3 -3 	(C)	 T h e 	p h a s e	 t r a n siti o n	 p r o b a biliti e s	 w e r e	c al c ul at e d	b a s e d	 o n	t h e	 d at a	i n	( B ). 	
T h e	 v al u e s	 of	t h e	 p a r a m et e r s	i n	t h e	 P B M	 w e r e	 e sti m at e d	( T a bl e	 3 -3 ).	
0 2 5 0 5 0 0 7 5 0 1 0 0 0














# 1 0 - 3 G 1 p h a s e
0 2 5 0 5 0 0 7 5 0 1 0 0 0 1 2 5 0














# 1 0 - 3 S/ G 2/ M p h a s e
0 2 5 0 5 0 0 7 5 0 1 0 0 0
Ti m e s p e nt i n t h e p h a s e ( mi n)
0
0. 0 0 5
0. 0 1












G 1 p h a s e
0 2 5 0 5 0 0 7 5 0 1 0 0 0 1 2 5 0
Ti m e s p e nt i n t h e p h a s e ( mi n)
0
0. 0 0 5
0. 0 1
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T a bl e	 3 -3 	T h e	 v al u e s	 of	 p a r a m et e r s	i n	 P B M 	
 P a r a m e t e r  V al u e a n d U ni t  
1  ! !  6. 1 6 4 6 mi n  
2  ! !  0. 2 2 1 8 mi n  
3  ! !  6. 6 6 8 1 mi n  
4  ! !  0. 1 5 0 5 mi n  
5  !  2. 6 2 1 3 mi n  
6  !  5 5 0  
7  !  6 3 7  
8  ! ! → ! ( !)  ( S e e A p p e n di x C h a pt e r 9 : 9. 1 )  
9  ! ! → ! ( ! )  ( S e e A p p e n di x C h a pt e r 9 : 9. 1 )  
	
3. 1. 4	  St e a d y -st at e	 di stri b uti o n	f or	i niti al	 c o n diti o n 	
W e	 a s s u m e d 	 t h at	 t h e	 p o p ul ati o n	 h a s	 r e a c h e d	 t h e	 st e a d y	 st at e	 b ef o r e	  T G F β	
t r e at m e nt.	 At	t h e	 st e a d y	 st at e,	t h e	f r a cti o n s	 of	t h e	 a s y n c h r o n o u s	 c ell s	i n	 e a c h	 s u b-
p h a s e	 a r e	 c o n st a nt 1 3 3 .	I n	 t h e o r y,	 w e	 c o ul d	 p e rf o r m	 st e a d y	 st at e	 a n al y si s	 t o	 d e ri v e	
t h e	 p er c e nt a g e	 of	 c ell s	i n	 e a c h	 s u b -p h a s e.	 W e	 r e w r ot e 	e q u ati o n	 1 	a n d	 2 	i n	t e r m s	 of	
p e r c e nt a g e: 	
	 G !% =  
! !
! 	 (1 1 )	
	 M !% =  
! !
! 	 (1 2 )	
w h e r e	 G !% 	a n d	 M !% 	a r e	 p e r c e nt a g e 	of	 c ell s	 i n	 t h e	 !-t h	 s u b-p h a s e	 i n	  G 1	 a n d	 !-t h	
s u b -p h a s e	i n	 S / G 2 / M,	 r e s p e cti v el y;		 ! =  ! ! +!!! ! ! !!! ! ! .	 T h e r ef o r e,	




! − G !
% ∙ d Adt ∙
1
! 	 (1 3 )	






! − M !
% ∙ d Adt ∙
1
! 	 (1 4 )	




! 1 − ! ! → ! ! + ! !
% ∙ ! ! → ! !
!
! ! !
	 (1 5 )	
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B y	 r e pl a ci n g 	! ! !! " 	,	
! ! !




! 	wit h	t h e	 e q u ati o n 	5 ,	6 	a n d 	1 5 .	T h e n 	e q u ati o n s 	























! 1 − ! ! → ! ! + 2 ! !





! 1 − ! ! → ! ! − G !
% ∙ ! ! → ! ! 	
(1 6 )	
	
− G !% ∙ (  ! !
%
! 1 − ! ! → ! ! + ! !% ∙ ! ! → ! !!! ! !  ) 		 ! " #  ! = 1 	
	 	
G !! !%
! 1 − ! ! → ! ! − 1 −
G !%
! 1 − ! ! → ! ! − G !
% ∙ ! ! → ! ! 	
− G !% ∙ (
! !%
! 1 − ! ! → ! ! + ! !
% ∙ ! ! → ! !
!
! ! !
) 	 ! " #  ! = 2 ,… ,! 	






















! 1 − ! ! → ! ! + G !





! 1 − ! ! → ! ! − ! !
% ∙ ! ! → ! ! 	
(1 7 )	
− M !% ∙ (  
! !%
! 1 − ! ! → ! ! + ! !
% ∙ ! ! → ! !
!
! ! !
 ) 	 ! " #  ! = 1 	
	 	
! ! ! !%
! 1 − ! ! → ! ! − 1 −
! !%
! 1 − ! ! → ! ! − ! !
% ∙ ! ! → ! ! 	
− M !% ∙ (  
! !%
! 1 − ! ! → ! ! + ! !
% ∙ ! ! → ! !
!
! ! !
 ) 	 ! " #  ! = 2 ,… ,! 	
E a c h	 G !% 	a n d	 M !% 	at	 st e a d y	 st at e	 c o ul d	 b e	 d e ri v e d	 b y	 s etti n g	 ! ! !
%
! " = 0 	a n d	
! ! !%
! " =
0 ,	 a n d	t h e n	 s ol vi n g	t h e	 s y st e m s	 of	 e q u ati o n s.	
T h e	i niti al	 di st ri b uti o n	 of	t h e	 c ell s	i n	 e a c h	 s u b p h a s e	 d o e s	 n ot	 aff e ct	t h e	 st e a d y -
st at e	 di st ri b uti o n .	F o r	 c o n v e ni e n c e,	 h e r e	  w e	 g e n e r at e d	 t h e	 q u a si 	st e a d y	 st at e	 b y	
s etti n g	 r a n d o m	 v al u e s	f o r	 c ell	 n u m b e r	 of	 e a c h	 s u b -p h a s e s	 (f o r	 si m pli cit y,	 w e	 s et	 ! ! 	
=	 ! ! 	=	 1 0	 c ell s)	 a n d	 r u n ni n g	 a	 l o n g -t e r m	 si m ul ati o n	u ntil	 t h e	 q u a si 	st e a d y	 st at e	
w a s	 r e a c h e d.	 W e	t h e n	 st o r e d	it	 a s	t h e	i niti al	 c o n diti o n 	(G  ! " # $ % & 	a n d	 M  ! " # $ % & )	f o r	t h e	
si m ul ati o n s	l at e r	 o n. 	T h e	i niti al	 c o n diti o n s 	of	t h e	 v a ri a bl e s 	a r e	 s u m m a ri z e d	 ( T a bl e	
3 -4 ).	
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W e	 r e vi s e d	 t h e	 P B M	 t o	  m a k e	 it	 a p pli c a bl e 	 t o	 r e p r e s e nt	 li g a n d-i n d u c e d	 G 1	
a r r e st	 of	 eit h e r	 a s s u m pti o n.	 I n	 t h e	  m o d el,	 a ft e r	 li g a n d	sti m ul ati o n,	 c ell s	 c o ul d	 b e	
u n aff e ct e d	 o r	 aff e ct e d .	 W e 	 e m pl o y e d 	 t w o	 p a r a m et e r	 ! !! 	a n d	 ! !! t o	 d e s c ri b e	 t h e	
p r o b a bilit y	 of	 c ell s 	i n	  G 1	 o r	 S / G 2 / M	 p h a s e	 b e i n g	aff e ct e d 	(F o r	 a s s u m pti o n	 1,  ! !! 	
= 0) .		
F o r	 c ell s	i n	 G 1	 p h a s e,	 a 	n e w	 g r o u p	 of	 a r r e st e d	 c ell s	i s 	g e n e r at e d	 b y	 a p pl yi n g	 ! !! 	
t o	 t h e	 c ell s	 i n	 all	 t h e	 s u b-p h a s e s	 b ef o r e	 sti m ul ati o n :	! ! = ! ∙ ! !! .	  T h e	 r e st	 st a y	 i n	
u n aff e ct e d	 g r o u p:	 ! = ! ∙ ( 1 − ! !! ).	F o r	 a r r e st e d	 c ell s,	t h e y	 h a v e	 diff e r e nt 	G 1	 p h a s e	
d u r ati o n	 c o m p a r e d	 wit h	t h e	 u nt r e at e d	 c ell s.	 T h e r ef o r e,	 w e	 s et	 a	 n e w	 p a r a m et e r	 ! ′	
f o r	 t h e	 n u m b e r	 of	 s u b-p h a s e s	 i n	 a r r e st e d	  G 1	 p h a s e .	 T h e	 a r r e st e d	  G 1	 d u r ati o n	
e q u al s	t o	 ! ′ ∙ ! .	 Th e	 p h a s e	t r a n siti o n	 p r o b a bilit y	 of	 a r r e st e d 	c ell s	i s	 ! ′! → ! ,	 w hi c h	 c a n	
b e	 c al c ul at e d	i n	 a	 si mil a r	 w a y	 a s	i n	 C h a pt e r	 3 :	3. 1. 3	 	(Fi g u r e	 3 .5 ).	
	
Fi g u r e	 3 .5 	S c h e m ati c	 di a g r a m s	 of	 P B M	i n c o r p o r ati n g	 t h e	 eff e ct	 of	li g a n d -i n d u c e d	G 1	 a r r e st. 		
Aft e r	  T G F β 	sti m ul ati o n,	 c ell s	 i n	  G 1	 p h a s e	 h a v e	 t w o	 f at e s:	 b e	 a r r e st e d	 ( wit h	 t h e	 p r o b a bilit y	 ! !! ),	u n aff e ct e d	 ( wit h	t h e	 p r o b a bilit y	 1 -! !! );	f o r	 c ell s	i n	 e a c h	 s u b -p h a s e,	 p a rti al	 c ell s	 ( ! ( !) ∙ ! !! 	)	 m o v e	t o	a r r e st e d	 g r o u p,	t h e	 r e st	 st a y	i n	 u n a ff e ct e d	 g r o u p.	 C ell s	i n	 S / G 2 / M	 p h a s e	 h a v e	t w o	f at e s:	 b e	 aff e ct e d	
( wit h	 t h e	 p r o b a bilit y	 ! !! ),	 u n aff e ct e d	 ( wit h	 t h e	 p r o b a bilit y	 1 -! !! );	 f o r	 c ell s	 i n	 e a c h	 s u b -p h a s e,	p a rti al	 c ell s	 ( ! ( !) ∙ ! !! 	)	 m o v e	 t o	 aff e ct e d	 g r o u p,	 t h e	 r e st	 st a y	i n	 u n aff e ct e d	 g r o u p. 	U n aff e ct e d	 G 1,	a r r e st e d	 G 1,	 S / G 2 / M	 a n d	 aff e ct e d	 S / G 2 / M	 p h a s e	 a r e 	di vi d e d	i nt o	 n,	 n’,	 m	 a n d	 m’ 	s u b -p h a s e s .	! 	:	t h e	
d u r ati o n	 of	t h e	 s u b -p h a s e ;	 G (i):	 c ell	 n u m b e r s	i n !-t h	 s u b-p h a s e	i n	 G 1	 p h a s e;	 G’(i):	 c ell	 n u m b e r s	i n	 !-
t h	 s u b-p h a s e	i n	 a r r e st e d	 G 1	 p h a s e;	 M (j):	 c ell	 n u m b e r s	i n 	!-t h	 s u b-p h a s e	i n	 S / G 2 / M	 p h a s e.	 M’(j):	 c ell	
n u m b e r s	i n 	!-t h	 s u b-p h a s e	i n	 aff e ct e d	 S / G 2 / M	 p h a s e. 	
1	 2	 3	 … i	 … n- 1	 n	
n’- 1	… n’	Arr est e d	 G 1	
U n a ff e ct e d	 G 1	
1	 2	 3	 … i	 … n- 1	 n	 n + 1	 …
G( i)	
G’( i) = G(i)* p’ G 	
+ T G F β
G 1	 d ur a > o n = n * τ
Arr e st e d	 G 1	 d ur a > o n = n’ * τ
τ
τ
G( i)* ( 1- p’G )	
1	 2	 3	 … j	 … m- 1	 mU n a ff e ct e d	 S/ G 2/ M	
M(j)	
S/ G 2/ M	 d ur a > o n = m * τ
τ
1	 2	 3	 … j	 … m- 1	 mA ff e ct e d	 S/ G 2/ M	
M’(j) = M(j) * p’ M 	
A ff e ct e d	 S/ G 2/ M	 d ur a > o n = m * τ
τ
+ T G F β
M(j) * ( 1- p’M )	
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F o r	 c ell s	 i n	 S / G 2 / M	 p h a s e,	 a 	 n e w	 g r o u p	 of	 aff e ct e d 	 c ell s	 i s 	 g e n e r at e d	 b y	
a p pl yi n g	 ! !! 	t o	 t h e	 c ell s	i n	 all	t h e	 s u b-p h a s e s	 b ef o r e	 sti m ul ati o n :	! ! = ! ∙ ! !! .	T h e	
r e st	 st a y	 i n	 u n aff e ct e d	 g r o u p:	 ! = ! ∙ ( 1 − ! !! ).	F o r	 aff e ct e d 	c ell s,	 t h e i r	S / G 2 / M 	
p h a s e	 d u r ati o n s 	a n d	 p h a s e	 t r a n siti o n	 p r o b a biliti e s 	a r e	 n ot	 c h a n g e d,	 b ut	 t h e y	 will	
m o v e	t o	t h e	 G 1	 a r r e st e d	 g r o u p 	! ! (Fi g u r e	 3 .5 ).	
W e	 c o ul d	 si mil a rl y	 d e s c ri b e	 e a c h	 s u b -p h a s e	 b y	 o n e	 O D E	 f o r	 t h e	 aff e ct e d	 c ell s	

















! 1 − ! ! → ! ! + 2 M !





! 1 − ! ′! → ! ! − G !
! ∙ ! ′! → ! ! 	
(1 8 )	
	 ! " #  ! = 1 	
G !! !!
! 1 − ! ′! → ! ! − 1 −
G !!
! 1 − ! ′! → ! ! − G !
! ∙ ! ′! → ! ! 	












! 1 − ! ! → ! ! − M !
! ∙ ! ! → ! ! 	 ! " #  ! = 1 	
(1 9 )	M ! ! !!
! 1 − ! ! → ! ! − 1 −
M !!
! 1 − ! ! → ! ! − M !
! ∙ ! ! → ! ! 	 ! " #  ! = 2 ,… ,! 	
w h e r e	 G !! 	a n d  M !! 	a r e	 t h e	 c ell	 n u m b e r s	 of	 aff e ct e d	 c ell s	i n	 t h e	 !-t h	 s u b-p h a s e	i n	
G 1	 a n d	 !-t h	 s u b-p h a s e 	i n	 S / G 2 / M	 p h a s e;	! 	i s	 t h e	 d u r ati o n	 of	 t h e	 s u b-p h a s e,	 w hi c h	
i s	t h e	 s a m e	 a s	it	i n	 u n aff e ct e d	 g r o u p;	! ′! → ! ! 	i s	t h e	 p h a s e	t r a n siti o n	 p r o b a biliti e s	
of	 t h e	 !– t h	 s u b-p h a s e	i n	 a r r e st e d	 G 1	 p h a s e ,	 c o ul d	 b e	 c al c ul at e d	i n	 t h e	 si mil a r	 w a y	
a s	 ! ! → ! ! .		! ! → ! ! 	i s	 t h e	 p h a s e	 t r a n siti o n	 p r o b a biliti e s	 of	 t h e	!– t h	s u b -p h a s e	i n	
aff e ct e d	 S / G 2 / M	 p h a s e ,	 w hi c h	i s	t h e	 s a m e	 a s	it	i n	u n aff e ct e d	 g r o u p. 	
T h e	  O D E s	 d e s c ri bi n g	 c ell	 n u m b e r s	 i n	 u n aff e ct e d	 S / G 2 / M	 p h a s e	 ( E q u ati o n	 6 )	
w e r e 	m o difi e d	t o	i n cl u d e	t h e	 c ell s	t h at	 w e r e	 a r r e st e d	i n	 G 1	 p h a s e	( E q u ati o n 	2 0 ).	
















! 1 − ! ! → ! ! + ! ! ∙ ! ! → ! !
!
!! !
− ! !! 1 − ! ! → ! ! − ! ! ∙ ! ! → ! ! 	
(2 0 )	+  
! ! !!
! 1 − ! ′! → ! ! ′ + ! !
! ∙ ! ′! → ! !
! !
!! !
	 ! " #  ! = 1 	
! ! ! !
! 1 − ! ! → ! ! − 1 −
! !
! 1 − ! ! → ! ! − ! ! ∙ ! ! → ! ! 	 ! " #  ! = 2 ,… ,! 	
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U p	 t o	 n o w,	 w e	 d e v el o p e d 	a	 P B M	 t h at	 c o ul d	 d e s c ri b e	 c ell	 c y cl e	 d y n a mi c s	 u p o n	
li g a n d	sti m ul ati o n. 		T hi s	 m o d el	i s	 c o n si st e d	 of	t w o	 p a rt s:	 o n e	 d e s c ri b e s	t h e	 n o r m al	
c ell	 c y cl e	 p r o g r e s si o n;	 t h e	 o t h e r	 d e s c ri b e s	 c ell s	 t h at	 a r e	 a r r e st e d	 b y	 t h e	 li g a n d.	
T h e y	 a r e	 li n k e d	 b y	 t h e	 p a r a m et e r s 	! !! 	a n d	 ! !! ,	  w hi c h	 d e s c ri b e	 t h e	 p r o b a bilit y	 of	
c ell s 	i n	 G 1	 o r	 S / G 2 / M	 p h a s e	b e i n g	aff e ct e d 	u p o n	t h e	li g a n d	 sti m ul ati o n. 	
T h e	 e q u ati o n s	i n	t h e	 P B M	 a r e	 s u m m a ri z e d	( T a bl e	 3 -5 ).	
T a bl e	 3 -5 	S u m m a r y	 of	t h e	 e q u ati o n s	i n	 P B M 	i n c o r p o r ati n g	t h e	li g a n d-i n d u c e d	G 1	 a r r e st 	














2 ! !! 1 − ! ! → ! ! + 2 ! ! ∙ ! ! → ! !
!
! ! !
− ! !! 1 − ! ! → ! ! − ! ! ∙ ! ! → ! ! 	
	 ! " #  ! = 1 	
! !! !
! 1 − ! ! → ! ! − 1 −
! !
! 1 − ! ! → ! ! − ! ! ∙ ! ! → ! ! 	
 ! " #  ! = 2 ,… ,!  
	 	














! 1 − ! ! → ! ! + ! ! ∙ ! ! → ! !
!
!! !
− ! !! 1 − ! ! → ! ! − ! ! ∙ ! ! → ! !  
+  ! ! !
!
! 1 − ! ′! → ! ! ′ + ! !
! ∙ ! ′! → ! !
! !
!! !
	 ! " #  ! = 1 	
! ! ! !
! 1 − ! ! → ! ! − 1 −
! !
! 1 − ! ! → ! ! − ! ! ∙ ! ! → ! ! 	 ! " #  ! = 2 ,… ,! 	














! 1 − ! ! → ! ! + 2 M !





! 1 − ! ′! → ! ! − G !
! ∙ ! ′! → ! !  
	 ! " #  ! = 1  
G !! !!
! 1 − ! ′! → ! ! − 1 −
G !!
! 1 − ! ′! → ! ! − G !













! 1 − ! ! → ! ! − M !
! ∙ ! ! → ! !  ! " #  ! = 1  
M ! ! !!
! 1 − ! ! → ! ! − 1 −
M !!
! 1 − ! ! → ! ! − M !
! ∙ ! ! → ! ! 	 ! " #  ! = 2 ,… ,! 	
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U p o n	 T G F β	 sti m ul ati o n,	 c ell s	 w e r e	 c at e g o ri z e d	i nt o 	f o u r	 g r o u p s	 b y	 a p pl yi n g	t h e	
p a r a m et e r s	 ! !! 	a n d	 ! !! t o	 t h e	 n u m b e r	 of	 c ell s	 i n	 e a c h	 s u b-p h a s e s	 ( ! ! 	a n d	 ! ! )	 at	
q u a si 	st e a d y	 st at e.	  T h e	 i niti al	 c o n diti o n s	 of	 t h e	 v a ri a bl e s	 a r e	 s u m m a ri z e d	 ( T a bl e	
3 -6 ).	
T a bl e	 3 -6 	I niti al	 c o n diti o n s	 of	 P B M	i n c o r p o r ati n g	t h e	li g a n d-i n d u c e d	G 1	 a r r e st 	
V a ri a bl e  A n n o t a ti o n  I ni ti al C o n di ti o n s  
! ! T h e c ell n u m b e r s i n t h e i-t h s u b-p h a s e of G 1 p h a s e  G !! " # $ % & ∙ ( 1 − ! !! ( !) )  
! ! T h e c ell n u m b e r s i n t h e j-t h s u b-p h a s e of S / G 2 / M p h a s e  M !
! " # $ % & ∙ ( 1 − ! !! ( !) )  
! !!  T h e c ell n u m b e r s i n t h e i-t h s u b-p h a s e of a r r e st e d G 1 p h a s e  G !
! " # $ % & ∙ ! !! ( !)  
! !!  T h e c ell n u m b e r s i n t h e j-t h s u b-p h a s e of aff e ct e d S / G 2 / M p h a s e  M !
! " # $ % & ∙ ! !! ( !)  
	
3. 2. 2	  T e sti n g	 h y p ot h e s e s	 b y	 P B M	 m o d el	 si m ul ati o n s 	
T o	t e st	 w h et h e r	 T G F β -i n d u c e d	G 1	 a r r e st	i n	 si n gl e	 c ell s	i s	 g r a d e d	 o r	 all -o r -n o n e 	
r e s p o n s e 	(Fi g u r e	 2 .9 )	 a n d	 w h et h e r	 t h e	 c ell s	i n	 S / G 2 / M	 p h a s e	 a r e	 aff e ct e d	 o r	 n ot	
(Fi g u r e	 3 .4 ),	w e	 si m ul at e d	t h e	 f o u r	P B M s 	wi t h	diff e r e nt	 a s s u m pti o n s	( T a bl e	 3 -7 ).	
T a bl e	 3 -7 	P B M	 wit h	 diff e r e nt	 a s s u m pti o n s 	
 G r a d e d r e s p o n s e  All - o r - N o n e r e s p o n s e  
C ell s i n S / G 2 / M a r e 
u n a f f e c t e d  M o d el 1  M o d el 2  
C ell s i n S / G 2 / M a r e 
a r r e s t e d i n 2 n d  G 1 
p h a s e  
M o d el 3  M o d el 4  
	
3. 2. 2. 1	  M o d el	 si m ul ati o n	 s u g g e st s	 t h e	 c ell s	i n	 S / G 2 / M	 p h a s e	 ar e	 aff e ct e d	
I n	 t hi s	 s e cti o n,	  w e	 si m ul at e d	  M o d el	 1	 a n d	  M o d el	 2,	 b a s e d	 o n	 t h e	 a s s u m pti o n	
t h at	c ell s	i n	 S / G 2 / M	 p h a s e	 a r e	 u n aff e ct e d	 b y	t h e	 c yt o st ati c	 eff e ct	 of	 T G F β 	(! !! = 0 ).		
Diff e r e nt	i niti al	 c o n diti o n s	 w e r e	 u s e d	f o r	 si m ul ati o n s	 of	 g r a d e d	 o r	 all -o r -n o n e	
r e s p o n s e.	 F o r	 e a c h	 r e s p o n s e	  m o d e,	  w e	 di d	 1 0 	 si m ul ati o n s	 t o	 r e p r e s e nt	 c ell s	
t r e at e d	 wit h 	a	 s e ri e s	i n c r e a si n g	 d o s e s 	of	 T G F β .	T h e	 c ell s	 wit h o ut	 t r e at m e nt	 w e r e	
si m ul at e d	 a s	 c o nt r ol	 ( m e a n	 of 	G 1	 p h a s e	 d u r ati o n s 	! ! = 8 . 1h, 	a rit h m eti c	 st a n d a r d	
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d e vi ati o n 	! " # !  =	 1. 8 h ,	! !! = 0 .	 F o r 	 t h e	 a r r e st e d	 g r o u p,	 t h e	 m e a n	 of 	 G 1	 p h a s e	
d u r ati o n s 	! !! 	a n d	 a rit h m eti c	 st a n d a r d	 d e vi ati o n 	! " # !! 	of	 a r r e st e d	 g r o u p 	w e r e	 s et 	
t h e	 s a m e	 a s	 c o nt r ol).		
I n	 t h e	 G r a d e d	 r e s p o n s e	 g r o u p s,	 all	 c ell s	 w e r e	 aff e ct e d	 (! !! = 1 ).	 T h e	 a v e r a g e	 G 1	
p h a s e	 d u r ati o n	 of	 a r r e st e d	 c ell s	 w a s 	i n c r e a si n g	 (! !! ,	f r o m	1 2 . 3	t o	 5 0 h ;	t h e	 v al u e s	
w e r e	 o bt ai n e d	f r o m	t h e	 a rit h m eti c	 s e q u e n c e	f r o m	 ! ! = 8 .1 h 	t o	 5 0 h).		
I n	 t h e	 all-o r -n o n e	 r e s p o n s e	 g r o u p s,	 p a rti al	 c ell s	  w e r e	 aff e ct e d.	  T h e	 aff e ct e d	
f r a cti o ns	 w e r e	i n c r e a s e d	 ( ! !! , f r o m	 0. 1	 t o	 1 ).	 T h e	 a r r e st e d	 c ell s	 w e r e	 d r a w n	f r o m	
t h e	 s a m e	 di st ri b uti o n	 ( ! !! = 4 0 . 5h,	 ! " # !! 	= 4. 5 h .	 T h e	 v al u e	 of	 ! !! = 5 ∗ ! ! 	a n d	
! " # !! = 2 .5 ∗ ! " # ! ).	
T a bl e	 3 -8 	T h e	 v al u e s	 of	 p a r a m et e r s	f o r	 a r r e st e d	 c ell s	i n 	M o d el	 1	 a n d	 M o d el 2 	
 M o d el 1: G r a d e d r e s p o n s e  M o d el 2: All - o r - n o n e  
 ! !!  ! !!  ( h )  ! " # !  !  ( h )  ! !!  ! !!  ( h )  ! " # !!  ( h )  
1 ( c o n t r ol )  0  8. 1  1. 8  0  8. 1  1. 8  
2  1  1 2 . 3 1. 8  0. 1  4 0 . 5 4. 5  
3  1  1 6 . 5 1. 8  0. 2  4 0 . 5 4. 5  
4  1  2 0. 7  1. 8  0. 3  4 0 . 5 4. 5  
5  1  2 4. 9  1. 8  0. 4  4 0 . 5 4. 5  
6  1  2 9 . 1 1. 8  0. 5  4 0 . 5 4. 5  
7  1  3 3 . 2 1. 8  0. 6  4 0 . 5 4. 5  
8  1  3 7 . 4 1. 8  0. 7  4 0 . 5 4. 5  
9  1  4 1. 6  1. 8  0. 8  4 0 . 5 4. 5  
1 0  1  4 5. 8  1. 8  0. 9  4 0 . 5 4. 5  
1 1  1  5 0  1. 8  1  4 0 . 5 4. 5  
	
T h e	f r a cti o n s	 of	 c ell s	i n	 G 1	 p h a s e s	 o v e r	 ti m e	 a n d	 t h e	 i niti al	di st ri b uti o n s	 of	 G 1	
d u r ati o n s	 w e r e	 s h o w n	( Fi g u r e	 3 .6 ).		
*
\ 4 ' :& $ %* f *E '& 4 $ 2 '&" 3 '.* 2 ( 0 $." ) /* (?* 3 $..* 3 ; 3. $* % $ / ,. '&" ( )* = ;* O 5 8 W **
*T h*
*
7" $ 4 , &' F? J' H / 9 5 ) ," + / #'  B &2 ; & & #' +" 9 4% )2" / #' , & + 4%2 +' /A' $ , ) 3 & 3' , & + 5 / # + &' ) # 3 ' )%%./ , .# / # & '
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0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 1
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 2
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 3
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 4
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 5
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 6
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 7
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 8
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 9
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 1
0 1 5 3 0 4 5 6 0























G r a d e d r e s p o n s e
D ,G = 8. 1
D ,G = 1 2. 3
D ,G = 1 6. 5
D ,G = 2 0. 7
D ,G = 2 4. 9
D ,G = 2 9. 1
D ,G = 3 3. 2
D ,G = 3 7. 4
D ,G = 4 1. 6
D ,G = 4 5. 8
D ,G = 5 0
0 1 5 3 0 4 5 6 0























All- or- N o n e r e s p o n s e
p ,G = 0
p ,G = 0. 1
p ,G = 0. 2
p ,G = 0. 3
p ,G = 0. 4
p ,G = 0. 5
p ,G = 0. 6
p ,G = 0. 7
p ,G = 0. 8
p ,G = 0. 9








* +$ , - . / "$ 0 &) . 1 2 %$3 -4$
0 2 0 4 0 6 0
D ,G = 8. 1 h
0 2 0 4 0 6 0
D ,G = 1 2. 3 h
0 2 0 4 0 6 0
D ,G = 1 6. 5 h
0 2 0 4 0 6 0
D ,G = 2 0. 7 h
0 2 0 4 0 6 0
D ,G = 2 4. 9 h
0 2 0 4 0 6 0
D ,G = 2 9. 1 h
0 2 0 4 0 6 0
D ,G = 3 3. 2 h
0 2 0 4 0 6 0
D ,G = 3 7. 4 h
0 2 0 4 0 6 0
D ,G = 4 1. 6 h
0 2 0 4 0 6 0
D ,G = 4 5. 8 h
0 2 0 4 0 6 0
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Fi g u r e	 3 .7 	 C o m p a ri s o n	  b et w e e n	 t h e	  m o d el	 si m ul ati o n s	 a n d 	 e x p e ri m e nt al	  d at a .	 ( A )	  T h e	
e x p e ri m e nt al	 d at a 	( T h e	 s a m e	 d at a	 a s	 s h o w n	i n	 Fi g u r e	 2 .8 ).	( B )	 M o d el	 si m ul ati o n	 r e s ult s	 of	 g r a d e d	
r e s p o n s e .	 L eft:	t h e	 f r a cti o n s	 of	 c ell	 i n	  G 1	 p h a s e	 o v e r	ti m e	 (T h e	 s a m e	 a s 	Fi g u r e	 3 .6 A ); 	( C)	 M o d el	
si m ul ati o n	 r e s ult s	 of	 all -o r -n o n e	 r e s p o n s e .	 L eft:	t h e	 f r a cti o n s	 of	 c ell	 i n	  G 1	 p h a s e	 o v e r	ti m e	(T h e	
s a m e	 a s 	 Fi g u r e	 3 .6 B ).	 T h e	 r e d	 a r r o w	 i n di c at e s 	 t h e	 ti m e	 p oi nt	 at 	 2 0 h. 	 ( B )	 a n d	 ( C)	 Ri g ht:	 t h e	
m a xi m u m s	 a n d	t h e	 d u r ati o n s	 of	t h e	 c u r v e s	i n	t h e	l eft	 p a n el .	T h e	 ci r cl e s	 (ri g ht	 p a n el )	c o r r e s p o n d 	t o	
t h e	 c u r v e s	wit h 	t he	 s a m e	 c ol o r 	(l eft	 p a n el).	
T h e	 M o d el	 1	 a n d	 M o d el	 2	 w e r e	 si m ul at e d	 b a s e d	 o n	t h e	 a s s u m pti o n	t h at	 c ell s	i n	
S / G 2 / M	 p h a s e	 a r e	 u n aff e ct e d	 b y	 t h e	 c yt o st ati c	 eff e ct	 of	 T G F β .	T h e	 i n c o n si st e n c e	
b et w e e n	 t h e 	 m o d el	 p r e di cti o n s 	 a n d	 e x p e ri m e nt al 	 d at a	 ( Fi g u r e	 3 .7 	 r e d	 a r r o w) 	
i n di c at e d	 t h at	 t hi s	 a s s u m pti o n 	 w a s 	 i n c o r r e ct	 a n d	 c ell s	 i n	 S / G 2 / M	 p h a s e	 a r e 	
aff e ct e d. 	
0 1 5 3 0 4 5 6 0






















e G r a d e d r e s p o n s e
D ,G = 8
D ,G = 1 2
D ,G = 1 6D ,G = 2 1
D ,G = 2 5D ,G = 2 9
D ,G = 3 3
D ,G = 3 7D ,G = 4 2
D ,G = 4 6
D ,G = 5 0
0 1 5 3 0 4 5 6 0






















e All- or- N o n e r e s p o n s e
p ,G = 0
p ,G = 0. 1
p ,G = 0. 2
p ,G = 0. 3
p ,G = 0. 4
p ,G = 0. 5
p ,G = 0. 6
p ,G = 0. 7
p ,G = 0. 8
p ,G = 0. 9
p ,G = 1
0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0















e 0 p M
5 p M
1 0 p M
5 0 p M
1 0 0 p M
2 0 0 p M
0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0
















M a xi m u m
#
A     D ur ati o n !
0  5  1 0 5 0 1 0 0 2 0 0




















1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1





















All- or- N o n e r e s p o n s e
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1





















All- or- N o n e r e s p o n s e
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1





















All- or- N o n e r e s p o n s e
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1





















All- or- N o n e r e s p o n s e
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1





















G r a d e d r e s p o n s e
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1





















G r a d e d r e s p o n s e
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1





















G r a d e d r e s p o n s e
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1





















G r a d e d r e s p o n s e
0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0















e 0 p M
5 p M
1 0 p M
5 0 p M
1 0 0 p M
2 0 0 p M
0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0
















M a xi m u m
#
A     D ur ati o n !
0  5  1 0 5 0 1 0 0 2 0 0
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3. 2. 2. 2	  M o d el	 si m ul ati o n	 s u p p ort s 	t h e	all -or -n o n e 	r e s p o n s e	m o d e 	
N e xt,	  w e	 si m ul at e d	  M o d el	 3	 a n d	  M o d el	 4,	 b a s e d	 o n	 t h e	 a s s u m pti o n	 t h at	 t h e	
c ell s	 i n	 S / G 2 / M	 p h a s e	 a r e	 aff e ct e d	 b y	t h e	 c yt o st ati c	 eff e ct	 of	T G F β .	 T h e	c ell s	 i n	 G 1	
p h a s e	 a r e 	a r r e st e d	i m m e di at el y 	(wit h	 a v e r a g e	 a r r e st e d	 G 1	 p h a s e	 d u r ati o n	 ! ′! ! " # )	
a n d	 t h e	 c ell s	 i n	 S / G 2 / M	 p h a s e	w ill	b e	 a r r e st e d	 i n	 t h e	  G 1	 p h a s e	 of	 t h e	 n e xt	 c ell	
c y cl e 	(wit h 	a v e r a g e	 a r r e st e d	 G 1	 p h a s e	 d u r ati o n	 ! ′! ! " # )	(Fi g u r e	 3 .4 B). 		
T a k e n	 s e n siti vit y	 of	 c ell s	 i n	  G 1 	 (G S e n )	 o r	 S / G 2 / M	 p h a s e 	 (M S e n )	 i nt o	
c o n si d e r ati o n ,	w e	 di d	 t h r e e	 p ai rs	 of	 si m ul ati o n s	f o r	 c o m p a ri s o n 	(T a bl e	 3 -9 ,	Fi g u r e	
3 .8 ,	v al u e s	 of	 p a r a m et e r s	 a n d	 i niti al	  G 1	 p h a s e	 d u r ati o n s	 s e e	 A p p e n di x 	 C h a pt e r	
9 :9. 2	 ).	
T a bl e	 3 -9 	Si m ul ati o n s	 of	 M o d el	 3	 a n d	 M o d el	 4 	
 S e n si ti vi t y  M o d el 3  G r a d e d r e s p o n s e  
M o d el 4  
All - o r - n o n e  r e s p o n s e  
1  
G S e n = M S e n  
( Fi g u r e 3 .8  
A a n d D )  
! ′! ! " # = ! ′! ! " #  
T h e  a r r e st e d  G 1 d u r ati o n s  of  t h e 
c ell s  sti m ul at e d  i n  G 1 o r  S / G 2 / M 
p h a s e  w e r e  fitti n g  t o  t h e  s a m e 
di st ri b uti o n  
! !  ! =  ! !!  
T h e  c ell s  sti m ul at e d  i n  G 1  o r 
S / G 2 / M  p h a s e  h a d  t h e  s a m e 
p r o b a biliti e s t o b e a r r e st e d  
2  
G S e n <  M S e n  
( Fi g u r e 3 .8  
B a n d E )  
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T h e  a v e r a g e  a r r e st e d  G 1 d u r ati o n  
of  t h e  c ell s  sti m ul at e d  i n  G 1  w a s 
s h o rt e r  t h a n  c ell s  sti m ul at e d  at 
S / G 2 / M p h a s e  
! !  ! <  ! !!  
T h e c ell s sti m ul at e d i n G 1 p h a s e 
h a d t h e s m all e r  p r o b a bilit y t o b e 
a r r e st e d t h a n i n S / G 2 / M p h a s e  
3  
G S e n >  M S e n  
( Fi g u r e 3 .8  
C a n d F )  
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T h e  a v e r a g e  a r r e st e d  G 1 d u r ati o n  
of  t h e  c ell s  sti m ul at e d  i n  G 1  w a s 
l o n g e r t h a n  c ell s  sti m ul at e d  at 
S / G 2 / M p h a s e  
! !  ! >  ! !!  
T h e c ell s sti m ul at e d i n G 1 p h a s e 
h a d  t h e  l a r g e r  p r o b a bilit y  t o  b e 
a r r e st e d t h a n i n S / G 2 / M p h a s e  
	
I n	 t h e	 t h r e e	 p ai r s	 of	 si m ul ati o n	 r e s ult s	 of	  M o d el	 3	 a n d	  M o d el	 4,	 w e	 o b s e r v e d	
t h at	th e	 d u r ati o n	 c o ul d	 r e a c h	 5 0 -6 0 h 	i n	 c e rt ai n	 c o n diti o n s	 of	 b ot h	 r e s p o n s e	 m o d e s	
(Fi g u r e	 3 .8 ),	  w hi c h	 r e p r e s e nt e d 	 a	 c h a r a ct e ri sti c	 of	 e x p e ri m e nt al	 d at a .	  T hi s	
s u p p o rt e d 	t h e	 h y p ot h e si s	t h at	 a n	i n h e rit a bl e	 G 1	 a r r e st	i n d u c e d	 b y	t h e	sti m ul ati o n	
d u ri n g	 S / G 2 / M	 p h a s e .	
	
	
3. 2	 	C o m p ut ati o n al	 m o d eli n g	 of	 T G F β -i n d u c e d	 G 1	 a r r e st	
	 4 9 	
	
Fi g u r e	 3 .8 	C o m p a ri s o n	 b et w e e n	 si m ul ati o n	 r e s ult s	 of	 M o d el 3 	( g r a d e d	 r e s p o n s e )	 a n d	 M o d el	
4 	 ( all -o r -n o n e	 r e s p o n s e ) .	 ( A ),	 ( B )	 a n d	 ( C)	 L eft:	 Si m ul ati o n	 r e s ult s	 of	 M o d el	 3	 ( g r a d e d	
r e s p o n s e ); ! ′! ! " # :	 t h e	m e a n	 of 	a r r e st e d	 G 1	 p h a s e	 d u r ati o n	 f o r	 t h e	 c ell s	 a r r e st e d	 at	 1 st 	G 1;	 ! ′! ! " # :	t h e	 m e a n	 of	 a r r e st e d	 G 1	p h a s e	 d u r ati o n	f o r	t h e	 c ell s	 a r r e st e d	 at	 2 n d 	G 1. 	Ri g ht:	 Si m ul ati o n	 r e s ult s	 of	
M o d el	 4	 ( a ll-o r -n o n e	 r e s p o n s e );	! !  ! :	t h e	 p r o b a bilit y	 of	b ei n g	 a r r e st e d	 w h e n	 sti m ul at e d	i n	 G 1	 p h a s e;	! !! :	 t h e	 p r o b a bilit y	 of	 b ei n g	 a ff e cte d	  w h e n	 sti m ul at e d	 i n 	 S / G 2 / M	 p h a s e.	 ( D ),	 ( E)	 a n d	 ( F)	 T h e	m a xi m u m s	 a n d	 d u r ati o n s	 of	 t h e	 si m ul ati o n 	r e s ult s	 i n	 ( A ),	 ( B )	 a n d	 ( C) ,	 r e s p e cti v el y.	  T h e	 ci r cl e s	
c o r r e s p o n d 	t o	t h e	 c u r v e s	wit h	t h e	 s a m e	 c ol o r .	
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e All- or- N o n e r e s p o n s e
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e All- or- N o n e r e s p o n s e
p ,G = 0; p ,M = 0
p ,G = 0. 1; p ,M = 0. 1
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e All- or- N o n e r e s p o n s e
p ,G = 0; p ,M = 0
p ,G = 0. 0 8; p ,M = 0. 1
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e G r a d e d r e s p o n s e
D ,G = 8
D ,G = 1 2
D ,G = 1 6D ,G = 2 1
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D ,G = 3 3
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D ,G = 4 2
D ,G = 4 6
D ,G = 5 0
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e G r a d e d r e s p o n s e
D ,1 s t G = 8; D ,2 n d G = 8
D ,1 s t G = 1 2; D ,2 n d G = 1 2
D ,1 s t G = 1 6; D ,2 n d G = 1 6
D ,1 s t G = 2 1; D ,2 n d G = 2 1
D ,1 s t G = 2 5; D ,2 n d G = 2 5
D ,1 s t G = 2 9; D ,2 n d G = 2 9
D ,1 s t G = 3 3; D ,2 n d G = 3 3
D ,1 s t G = 3 7; D ,2 n d G = 3 7D ,1 s t G = 4 2; D ,2 n d G = 4 2
D ,1 s t G = 4 6; D ,2 n d G = 4 6
D ,1 s t G = 5 0; D ,2 n d G = 5 0
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e G r a d e d r e s p o n s e
D ,1 s t G = 8; D ,2 n d G = 8
D ,1 s t G = 1 2; D ,2 n d G = 1 3
D ,1 s t G = 1 6; D ,2 n d G = 1 8
D ,1 s t G = 2 1; D ,2 n d G = 2 4
D ,1 s t G = 2 5; D ,2 n d G = 2 9
D ,1 s t G = 2 9; D ,2 n d G = 3 4
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D ,1 s t G = 4 6; D ,2 n d G = 5 5
D ,1 s t G = 5 0; D ,2 n d G = 6 0
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e G r a d e d r e s p o n s e
D ,1 s t G = 8; D ,2 n d G = 8
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C h a pt e r	 3 	M at h e m ati c al	 m o d eli n g	 of	 c ell	 c y cl e	 r e g ul ati o n	 b y	 T G F β 		
	5 0 	
N ot a bl y,	 t h e r e	 w a s	 a	 si g nifi c a nt	 diff e r e n c e	 b et w e e n	 g r a d e d 	( M o d el	 3)	a n d	 all -
o r -n o n e 	( M o d el	 4)	r e s p o n s e	 m o d e s:	 t h e	 d u r ati o n s	 of	 t h e	 g r a d e d	 r e s p o n s e	 g r o u p s	
k e pt	i n c r e a si n g	 u p o n	 t h e	 i n c r e a si n g	 c o n c e nt r ati o n	 of	li g a n d	t r e at m e nt,	 w hil e	t h e y	
w e r e	t h e	 s a m e	 of	 all -o r -n o n e	 r e s p o n s e	 g r o u p s. 	
E x p e ri m e nt al	 d at a 	 (Fi g u r e	 3 .7 A)	 s h o w	 t h at	 t h e	 d u r ati o n	  w a s	 s h o rt e r	 of	 t h e	
r e s p o n s e	 t o 	5 p M	 T G F β 	sti m ul ati o n	 (l o w	 d o s e),	 w hi c h	 mi g ht	 d u e	 t o	 t h e	 v a ri ati o n s	
a n d	 n oi s e	 i n	 t h e	 e x p e ri m e nt al	  m e a s u r e m e nt s.	  H o w e v e r,	 t h e	 d u r ati o n s	  w e r e	
si mil a r	 of	t h e	 r e s p o n s e s	t o	 1 0 ,	 5 0,	 1 0 0	 a n d	2 0 0 p M	 T G F β 	sti m ul ati o n.	 T h e	 M o d el	 3	
c o ul d	 n ot	 r e p r o d u c e	t h e	 r e s p o n s e s	 wit h	t hi s	 c h a r a ct e ri sti c. 	
T a k e n	 t o g et h e r,	 o nl y	 t h e	  m o d el	 4 	 r e p r e s e nt e d 	 t h e	 c h a r a ct e ri sti c s	 of	
e x p e ri m e nt al	 d at a 	(T a bl e	 3 -1 0 ),	s u p p o rt i n g	 t h e	 h y p ot h e s e s	 t h at	 ( 1)	T G F β	i n d u c e s	
all -o r -n o n e	 G 1	 a r r e st	 r e s p o n s e;	 ( 2)	 T h e	 c ell s	 i n	 G 1	 p h a s e	a r e 	a r r e st e d	i m m e di at el y 	
a n d	 t h e	 c ell s	 i n	 S / G 2 / M	 p h a s e	  will	b e	 a r r e st e d	 i n	 t h e	  G 1	 p h a s e	 of	 t h e	 n e xt	 c ell	
c y cl e. 	
T a bl e	 3 -1 0 	P B M	 M o d el	 4	 r e p r e s e nt s 	t h e	 c h a r a ct e ri sti c s	 of	 e x p e ri m e nt al	 d at a 	
 G r a d e d r e s p o n s e  All - o r - N o n e r e s p o n s e  
C ell s i n S / G 2 / M a r e 
u n a f f e c t e d  M o d el 1  M o d el 2  
C ell s i n S / G 2 / M a r e 
a r r e s t e d i n 2 n d  G 1 p h a s e  M o d el 3  M o d el 4   
* : t h e m o d el c a n n ot r e p r e s e nt t h e c h a r a ct e ri sti c s of e x p e ri m e nt al d at a; : t h e m o d el 





                                            C h a p t er  4
Si n gl e  c ell  a n al y si s  of  c ell -c y cl e  
o u t c o m e s  i n d u c e d  b y  T G F β  
T h r o u g h	 t h e	  m o d el	 si m ul ati o n s,	  w e	 f o u n d 	 s o m e	 i nt e r e sti n g	 si n gl e	 c ell	
b e h a vi o r s	 hi d d e n	 b e hi n d	 t h e	 p o p ul ati o n	 a v e r a g e :	( 1)	 t h e	 i nh e rit a bl e	 G 1	 a r r e st	 i n	
t he	 n e xt	 c ell	 c y cl e	 i n d u c e d	 b y	  T G F β	 at	 S / G 2 / M	 p h a s e;	 ( 2)	 T G F β 	i n d u c e s	all -o r -
n o n e 	r e s p o n s e .		
I n	 t hi s	 c h a pt e r,	  w e	 c o nfi r me d 	t h e	  m o d el	 p r e di cti o n s	 b y	si n gl e	 c ell	 d at a 	f r o m	
li v e-c ell	i m a gi n g	 e x p e ri m e nt s .	I n	 a d diti o n,	 w e	f o u n d 	t h at	 G 1	 a r r e st	i n	 r e s p o n s e	 t o	
T G F β	 sti m ul ati o n	 i s	b ot h	 p h a s e -d e p e n d e nt	 a n d	 d o s e -d e p e n d e nt .	I nt e r e sti n gl y,	t h e	
l e n gt h e n e d	d u r ati o n 	d o e s	 n ot	 d e p e n d 	o n	 t h e	ti mi n g	 wit hi n	 e a c h	c ell	 c y cl e 	p h a s e .	
W e	 al s o	 e x pl o r e d 	 t h e	 c o r r el ati o n	 b et w e e n	 S m a d 2	 d y n a mi c s 	 a n d	  G 1	 a r r e st	
d u r ati o n 	i n	i n di vi d u al	 c ell s,	 a n d	fo u n d 	t h e	 c o r r el ati o n	 b et w e e n	t h e m	i s	 w e a k.	
	 	
	
C h a pt e r	 4 	Si n gl e	 c ell	 a n al y si s	 of	 c ell -c y cl e	 o ut c o m e s	i n d u c e d	 b y	 T G F β 		
	5 2 	
4. 1	  I n h erit a bl e	G 1	 arr e st	i n d u c e d	 b y	 T G F β	 d uri n g	 S / G 2 / M	 p h a s e 	
T o	 r e v e al	 t h e	 eff e ct	 of	  T G F β	 o n	 e a c h	 c ell	 c y cl e	 p h a s e s	 at	 t h e	 si n gl e	 c ell	
r e s ol uti o n,	  w e	 t r a c k e d	 t h e	 c ell s	 a n d	 r e c o r d e d	 t h e	 c ell	 c y cl e	 t r aj e ct o ri e s	 of	
i n di vi d u al	c ell s 	wit h	 3 h	  T G F β 1	 t r e at m e nt	 ( D o s e s:	 0,	 1 0,	 5 0	 a n d	 1 0 0 p M) 	(Fi g u r e	
4 .1 ).		
T h e	  G 1	 a n d	 S / G 2 / M	 d u r ati o n s	 of	 t h e	 c ell	 c y cl e	 u p o n	 t h e	 sti m ul ati o n	  w e r e	
r e c o r d e d. 	A s	t h e	 m o d el	 p r e di cti o n s 	p r e di ct 	d el a y e d	 G 1	 a r r e st	i n	t h e	 n e xt	 c ell	 c y cl e 	
w h e n	 sti m ul at e d	 at	 S / G 2 / M	 p h a s e ,	t h e	 G 1	 d u r ati o n	of 	t h e	f oll o wi n g	 c ell	 c y cl e	 ( 2n d 	
G 1	 d u r ati o n)	 w a s	 al s o	 r e c o r d e d. 	
	
Fi g u r e	 4 .1 	Si n gl e	 c ell	 a n al y si s	 of	 c ell	 c y cl e	  p r o g r e s si o n .		( A ) -( D )	 A s y n c h r o n o u sl y	 c y cli n g	 c ell s	
w e r e	 t r e at e d	 wit h	 0,	 1 0, 	5 0	 o r	 1 0 0 p M	 T G F β 1	 f o r	 3 h.	 T h e	 ti m e	 of	 a d di n g	 T G F β	i s	 s et	 a s	 z e r o.	 T h e	
d u r ati o n	 of	 T G F β	t r e at m e nt	i s	 s h o w n	 ( Wit hi n	 d a s h	li n e s).	 E a c h	 r o w	 r e p r e s e nt s	t h e	t r aj e ct o r y	 of	 a n	
i n di vi d u al	 c ell.	 Y ell o w	 i n di c at e s	 t h e	 c ell	  w a s	 i n	  G 1	 p h a s e	 a n d	 g r e e n	 i n di c at e s	 t h e	 c ell	 w a s	 i n	
S / G 2 / M	 p h a s e.	 C ell s	 w e r e 	s o rt e d	 b y	t h e	ti m e	 of	 bi rt h. 	1 4 8,	 1 3 4,	 1 8 0	 a n d	 1 5 0	 c ell s	 of 	t h e	 g r o u p s	i n	
Fi g u r e	 2 .8 	w e r e	t r a c k e d	 a n d	 q u a ntit ati v el y	 a n al y z e d	( o r d e r	 c o r r e s p o n d s	t o	 0,	 1 0,	 5 0	 a n d	 1 0 0 p M ).	 	
T h e	 p h a s e	 d u r ati o n s	 of	 e a c h	 c ell	 w e r e	 q u a ntit ati v el y	 a n al y z e d 	(Fi g u r e	 4 .2 ).	 A s	
t h e	 a s y n c h r o n o u s	 p r olif e r ati n g	 c ell s	  w e r e	 eit h e r	 i n	  G 1	 o r	 S / G 2 / M	 p h a s e	 u p o n	
T G F β 	sti m ul ati o n,	 w e	 di vi d e d	 t h e	 c ell s 	i nt o	t w o	 g r o u p s	 b y	 t h e	 p h a s e 	at	 w hi c h	 t h e	
0 p M
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4. 1	 	I n h e rit a bl e	 G 1	 a r r e st	i n d u c e d	b y	 T G F β	 d u ri n g	 S / G 2 / M	 p h a s e 	
	 5 3 	
c ell	 i s	 t r e at e d 	 a n d	 c o m p a r e d	 t h e	 p h a s e	 d u r ati o n s	 ( 1st 	 G 1,	 S / G 2 / M	 a n d	 2 n d 	 G 1	
p h a s e).	 	
	
Fi g u r e	 4 .2  Q u a ntit ati v el y	 a n al y si s	 of	 t h e	 c ell	 c y cl e	 p h a s e	 d u r ati o n s .			( A )-( D )	T h e	 diff e r e nt	 c ell	
c y cl e	 p h a s e	 d u r ati o n s	 of	t h e	 c ell s	 u p o n	 0,	 1 0,	 5 0	 o r	 1 0 0 p M	 T G F β 1	t r e at m e nt	i n	 Fi g u r e	 4 .1 .	 T h e	 c ell s	
w e r e	 di vi d e d	 i nt o	 t w o	 g r o u p s:	 sti m ul at e d	 at	  G 1	 p h a s e	 ( Mi d dl e	 p a n el)	 a n d	 sti m ul at e d	 at	 S / G 2 / M	
p h a s e	 ( Ri g ht	 p a n el).	 T h e	 G 1 	( 1 st 	G 1 ) 	a n d	 S / G 2 / M	 d u r ati o n	 of	t h e	 c ell	 c y cl e	 u p o n	 T G F β 1	t r e at m e nt,	
a n d	t h e	 G 1	 d u r ati o n	i n	t h e	f oll o wi n g	 c ell	 c y cl e	( 2 n d 	G 1 )	 w e r e	 s h o w n	 s e p a r at el y.	 	
R e s ult s	 s h o w e d	 t h at	 it	  w a s	 o nl y	  G 1	 p h a s e	 t h at	  w a s	 p r ol o n g e d	 u p o n	  T G F β	
sti m ul ati o n,	 w hi c h	i s	 c o n si st e nt	 wit h	t h e	 k n o wl e d g e	t h at	 T G F β	 a cti v at e s 	c yt o st ati c	
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Sti m ul at e d at S/ G 2/ M
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Sti m ul at e d at S/ G 2/ M
\\ \\
P er m Arr e st
T e m p Arr e st
U n aff e ct e d
1 st	 G 1				 S/ G 2/ M			 2n d 	 G 1	 1 st	 G 1				 S/ G 2/ M			 2n d 	 G 1	 1 st	 G 1				 S/ G 2/ M			 2n d 	 G 1	
1 st	 G 1				 S/ G 2/ M			 2n d 	 G 1	 1 st	 G 1				 S/ G 2/ M			 2n d 	 G 1	 1 st	 G 1				 S/ G 2/ M			 2n d 	 G 1	
1 st	 G 1				 S/ G 2/ M			 2n d 	 G 1	 1 st	 G 1				 S/ G 2/ M			 2n d 	 G 1	 1 st	 G 1				 S/ G 2/ M			 2n d 	 G 1	






C h a pt e r	 4 	Si n gl e	 c ell	 a n al y si s	 of	 c ell -c y cl e	 o ut c o m e s	i n d u c e d	 b y	 T G F β 		
	5 4 	
W h e n	 e x pl o ri n g	 t h e	 i n h e rit a bilit y	 of	 t h e	 c yt o st ati c	 r e s p o n s e s,	  w e	 f o u n d	 t h at	
alt h o u g h	 t h e	 S / G 2 / M	 p h a s e	 d u r ati o n	 di d n’t	 c h a n g e	 si g nifi c a ntl y,	 t h e	f oll o wi n g	 G 1	
p h a s e	 ( of	 t h e	 n e xt	 c ell	 c y cl e)	  w a s	 l e n gt h e n e d	 f o r	 t h e	 c e ll s	 sti m ul at e d	 at	 S / G 2 / M	
p h a s e,	 b ut	 n ot	f o r	 m o st	 of	t h e	 c ell s	 sti m ul at e d	 at	 G 1	 p h a s e.	 	
T h e r e	 w e r e	 a	 s m all	 n u m b e r	 of	 c ell s	 sti m ul at e d	 at	 G 1	 p h a s e 	wit h	 le n gt h e n e d 	2 n d 	
G 1	 p h a s e .	T h e y 	t u r n e d	o ut	 t o	 b e	 t h e	 c ell s	 t h at	 w e r e	 at	 t h e	 e n d	 of	 G 1	 p h a s e	 w h e n	
T G F β 	 w a s	 a d d e d,	 a n d	 t h e y	  w e r e	 m ai nl y 	 i n	 S / G 2 / M	 p h a s e s	 d u ri n g	 t h e	 3 h	 of	
t r e at m e nt	(Fi g u r e	 4 .3 ).		
	
Fi g u r e	 4 .3 	 S c h e m ati c	 s h o wi n g	 t h e	 c ell s 	 wit h	 l e n gt h e n e d	  2 n d 	 G 1	  p h a s e 	 u n d e r g o	  G 1 / S	
t r a n siti o n	 d u ri n g	 T G F β 	t r e at m e nt.			T h e	 c ell s 	a r e	 at	t h e	l at e	 st a g e	 of 	G 1	 p h a s e	 w h e n	t h e	 T G F β 	i s	
a d d e d	 a n d	 t h e n	 p r o g r e s s	i nt o	 S / G 2 / M	 p h a s e. 	T h e y	 a r e	 m ai nl y	i n	 S / G 2 / M	 p h a s e s	 d u ri n g	 t h e	 T G F β 	
t r e at m e nt.	
T h u s,	  w e	 d r a w	 a 	 c o n cl u si o n	 t h at 	 T G F β	 sti m ul ati o n	 at	  G 1	 p h a s e 	 i n d u c e s	
i m m e di at e	 G 1	 a r r e st,	 w hil e	sti m ul ati o n	 d u ri n g	 S / G 2 / M	 p h a s e 	i n d u c e s	i n h e rit a bl e,	
d el a y e d	 G 1	 a r r e st. 	I n	t h e	f oll o wi n g	 st u di e s,	 w e	 o nl y	f o c u s e d	 o n	t h e	1 st 	G 1	 d u r ati o n	
of	 t h e	 c ell s	 sti m ul at e d	 at	 G 1	 p h a s e	 a n d	 t h e	2 n d 	G 1	 d u r ati o n	 of	 t h e	 c ell s	 sti m ul at e d	
at	 S / G 2 / M	 p h a s e. 	
4. 2	  All -or -n o n e 	G 1	 arr e st	 o ut c o m e s	 i n d u c e d	 b y	 T G F β	
N e xt,	 to	 di s ti n g ui s h	 b et w e e n	 t h e	 g r a d e d	 o r	all -o r -n o n e 	r e s p o n s e,	  w e	 pl ott e d	
t h e	 G 1 	p h a s e	 d u r ati o n s 	of	 t h e	 c ell s	 u p o n	 T G F β 	t r e at m e nt	i n	 G 1	o r	 S / G 2 / M	 p h a s e	
(Fi g u r e	 4 .4 ).	
Wit h o ut	  T G F β	 sti m ul ati o n,	  m o st	 of	 t h e	 c ell s	 st a y	 i n	 a	 r el ati v el y	 c o n c e nt r at e d	
g r o u p	( c o nt r ol	 g r o u p).	I n	 c o nt r a st,	 c ell s	 u p o n	 T G F β	 c o ul d	 b e	 c at e g o ri z e d	i nt o	t h r e e	
diff e r e nt	 g r o u p s 	 a c c o r di n g	 t o	 t h e	 l e n gt h	 of	  G 1	 d u r ati o n :	 u n aff e ct e d	 g r o u p,	
t e m p o r a r y	 a r r e st e d	 ( T e m p A r r e st)	 a n d	 p e r m a n e nt	 a r r e st e d	 ( P e r m A r r e st)	 g r o u p 	
(Fi g u r e	 4 .4 A) .		
1)  U n aff e ct e d	 g r o u p :	 c ell s	 wit h	G 1	 d u r ati o n s	 ( < 1 2. 2 4 h)	t h at	 a r e	 si mil a r	t o	 t h at	
of	 t h e	 c o nt r ol	 g r o u p	 ( wit hi n	 9 5 %	 pe r c e ntil e	 of	 t h e	  G 1	 d u r ati o n s	 of 	 t h e	
c o nt r ol	 g r o u p).	 	
2)  T e m p A r r e st	 g r o u p :	 c ell s	 wit h	si g nifi c a ntl y	 p r ol o n g e d	 G 1	 p h a s e	( 1 2. 2 4 -4 0 h).	 	
+ T G F β  
	 1st	 G 1	 S/ G 2/ M	 	l e n gt h e n e d	 2n d 	 G 1	
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3)  P e r m A r r e st	 g r o u p :	 c ell s	 wit h	G 1	 d u r ati o n 	o v e r	 4 0 h.	 F o r	t h e	 c ell s	t h at	 s h o w	
p r ol o n g e d	  G 1	 p h a s e,	 m o st	 of	 t h e m	 t h at	 p r o g r e s s	 i nt o	 S	 p h a s e	 d u ri n g	 t h e	
i m a gi n g	 e x p e ri m e nt s	 h a v e	 p r ol o n g e d	  G 1	 p h a se	 d u r ati o n s	 b el o w	 4 0 h.	
H o w e v e r,	 s o m e	 of	 t h e m	 st a y	 at	 G 1	 p h a s e	f o r	 o v e r	 5 0 h,	 a n d	 t h e y	 a r e	 still	i n	
G 1	 p h a s e	 at	 t h e	 e n d	 of	 i m a gi n g	 e x p e ri m e nt s.	  T h e r ef o r e,	 t h e r e	 a r e	 cl e a rl y	
t w o	 c at e g o ri e s	 of	 a r r e st e d	 c ell s,	 a n d	  w e	 a s si g n	 t h e	 c ell s	  wit h	  G 1	 p h a s e	
d u r ati o n s	l o n g e r	t h a n	 4 0 h	t o	t h e	 P e r m A r r e st	 g r o u p. 	
C al c ul ati n g	 t h e	 p e r c e nt a g e	 of	 c ell s	 i n	 e a c h	 g r o u p	 u p o n	 v a ri o u s	 d o s e s	
sti m ul ati o n s,	  w e	 f o u n d	 t h at	 t h e	 f r a cti o n	 of	 aff e c t e d	 c ell s	 (i n cl u di n g	  T e m p A r r e st	
a n d	 P e r m A r r e st)	i n c r e a s e s 	w h e n	 r ai si n g	t h e	 T G F β	 d o s e	 ( Fi g u r e	 4 .4 B ).	 N ot a bl y,	t h e	
f r a cti o n	 of	 t e m p o r a r y	 a r r e st	 c ell s	 di d	 n ot	i n c r e as e	 a n y	 m o r e	 o v e r	 5 0 p M .	 In st e a d, 	
m o r e	 c ell s	 s hift e d	 t o	 t h e	 p e r m a n e nt	 a r r e st	 g r o u p.	 I nt e r e sti n gl y,	 t h e r e	  w e r e	 still	
a r o u n d	 4 0 %	 c ell s	 e s c a pi n g 	 f r o m	 t h e	 g r o wt h-i n hi bit o r y	 f u n cti o n	 of	  TG F β	 at	 t h e	
c o n c e nt r ati o n	 of	 1 0 0 p M ,	  w hi c h	 i s	 a	 s at u r at e d	 d o s e	 a n d	 s u p p o s e d	 t o	 st r o n gl y	
i n hi bit	 cell	 c y cl e	 p r o g r e s si o n	 ( Fi g u r e	 2 .8 ).	  T h e	 r e s ult	 of	 t h r e e	 diff e r e nt	 c ell -c y cl e	
a r r e st	 o ut c o m e s	 s u g g e st e d	 t h at	  T G F β	 t ri g g e r e d 	 all -o r -n o n e 	 c ell	 c y cl e	 a r r e st	
r e s p o n s e s. 	
	
Fi g u r e	 4 .4 	T G F β 	t ri g g e r s	all -o r -n o n e 	c ell	 c y cl e	 a r r e st	 r e s p o n s e. 		( A )	 T h e r e	 a r e	t h r e e	 o ut c o m e s	
d e p e n di n g	 o n	 t h e	  G 1	 d u r ati o n:	 u n aff e ct e d,	 t e m p o r a r y 	 ( T e m p A r r e st) 	 a n d	 p e r m a n e nt	 a r r e st 	
( P e r m A r r e st) .	 L eft:	 t h e	 1st 	 G 1	 d u r ati o n	 of	 t h e	 c ell s	 sti m ul at e d	 at	  G 1	 p h a s e;	  Mi d dl e:	 t h e	 2 n d 	 G 1	
d u r ati o n	 of	 t h e	 c ell s	 sti m ul at e d	 at	 S / G 2 / M	 p h a s e;	  Ri g ht:	 pl ot	 t h e	 d at a 	i n	 L eft	 a n d	  Mi d dl e	 p a n els 	
t o g et h e r.	 1st 	G 1:	t h e	 G 1	 p h a s e	i n	t h e	 c u r r e nt	 c ell	 c y cl e	 u p o n	 T G F β	t r e at m e nt;	 2 n d 	G 1:	t h e	 G 1	 p h a s e	i n	
t h e	 n e xt	 c ell	 c y cl e	 f oll o wi n g	 t h e	 c ell	 c y cl e	 u p o n	 T G F β	 t r e at m e nt. 	 ( B )	 T h e	 f r a cti o n s	 of	
t e m p o r a r y / p e r m a n e nt	 a r r e st e d	 c ell s	i n	 r e s p o n s e	t o	0,	 1 0,	 5 0	 o r	 1 0 0 p M	 T G F β 1	 sti m ul ati o n	i n	( A ). 	
0 1 0 5 0 1 0 0
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4. 3	  T G F β -i n d u c e d	G 1	 arr e st	 i s	 p h a s e-d e p e n d e nt 	a n d	 d o s e -d e p e n d e nt 	
T G F β	 c o ul d	i n d u c e	 G 1	 a r r e st	 n o	 m att e r	 t h e 	c ell	i s	 at	 G 1	 o r	 S / G 2 / M	 p h a s e.	 W e	
a s k e d 	if	c ell s	i n	 G 1	 a n d	 S / G 2 / M	 p h a s e s 	a r e	 e q u all y	 s e n siti v e	t o	 T G F β	 sti m ul ati o n.	 	
T h e	 f r a cti o n s	 of	 aff e ct e d	 c ell s	 (I n cl u di n g	  T e m p A r r e st	 a n d	 P e r m A r r e st)	 a r e	
si mil a r	 f o r	sti m ul ati o n s 	at	  G 1	 p h a s e	 a n d 	S / G 2 / M	 p h a s e	 ( Fi g u r e	 4 .4 B).	  H o w e v e r,	
c o m p a r e d	  wit h	 sti m ul ati o n s	 at	 S / G 2 / M	 p h a s e,	 sti m ul ati o n s	 at	  G 1	 p h a s e	 al w a y s	
i n d u c e	 hi g h e r	f r a cti o n	 of	 p e r m a n e nt	 a r r e st	 c ell s	f o r	t h e	 s a m e	 T G F β	 c o n c e nt r ati o n	
(Fi g u r e	 4 .5 ).	 T hi s	 r e s ult	 s u g g e st s	t h at	 t h e	 c ell s	i n	 S / G 2 / M	 p h a s e	 a r e	l e s s	 s e n siti v e	
t o	 T G F β	sti m ul ati o n. 	
	
Fi g u r e	 4 .5 	T h e	 s e n siti vit y	 t o	 t h e	 c o n c e nt r ati o n 	of	 T G F β	 i s	 c ell	 c y cl e	 p h a s e	 d e p e n d e nt .		T h e	
f r a cti o n	 of	P e r m A r r e st	 c ell s 	f o r	 sti m ul ati o n s	at	 G 1	 o r	 S / G 2 / M	 p h a s e	 b y	 0,	 1 0,	 5 0	 o r	 1 0 0 p M	 T G F β 1. 	
W h e n	 z o o mi n g	 i nt o	 e a c h	 c ell	 c y cl e	 p h a s e ,	 t h e	 a s y n c h r o n o u s	 c ell s	  w e r e	 at	
diff e r e nt	 st a g e s	 of	 t h e	 p h a s e	 w h e n	 sti m ul ati o n	 h a p p e n e d 	(Fi g u r e	 4 .1 ).	 T h e r ef o r e,	
w e	 w o ul d	li k e	 t o	 e x pl o r e	 w h et h e r 	t h e	 c ell s	i n	c e rt ai n	 st a g e s	 a r e 	m o r e	 s e n siti v e	 t o	
t h e	  T G F β.	  H e r e	  w e	 u s ed 	‘t h e	 ti m e	 s p e nt	 b ef or e	 sti m ul ati o n	  wit hi n	 t h e	 p h a s e’	 t o	
i n di c at e	t h e	 st a g e	u p o n	 sti m ul ati o n	 wit h i n	t h e	c ell	 c y cl e	 p h a s e 	(Fi g u r e	 4 .6 ).		
	
Fi g u r e	 4 .6 	S c h e m ati c 	d efi niti o n s	 of	 t h e	‘ti m e	 s p e nt	 b ef o r e	 sti m ul ati o n’	 a n d	 t h e	‘t ot al	 p h a s e	
d u r ati o n’ .		F o r	 e a c h	 c ell	 sti m ul at e d	i n	 G 1	 p h a s e	 o r	 S / G 2 / M	 p h a s e,	t h e 	t ot al	 p h a s e	 d u r ati o n	 m e a n s	
t h e	 p e ri o d	 f r o m	 t h e	 o n s et	 t o	 t h e	 e n d	 of	 t h e	 p ha s e;	 t h e	 ti m e	 s p e nt	 b ef o r e	 sti m ul ati o n	  m e a n s	 t h e	
p e ri o d	f r o m	t h e	 o n s et	 of	t h e	 p h a s e	t o	t h e	ti m e	 p oi nt	 of	 a d di n g	 T G F β. 	
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U p o n	 l o w	 d o s e 	 of	  T G F β 1	 sti m ul ati o n	 ( 1 0 p M),	 w e	 f o u n d	 t h at	 f e w	 c e ll s	  w e r e	
aff e ct e d	i n	t h e	fi r st	 5 h	i n	 S / G 2 / M	 p h a s e	 (Fi g u r e	 4 .7 B ).	T h o u g h	 t h e r e	 w e r e	 s e v e r al	
c ell s	 c at e g o ri z e d	 a s	 T e m p A r r e st,	 t h ei r	 G 1	 p h a s e	 d u r ati o n s	 w e r e	 q uit e 	cl o s e	 t o	 t h e	
u p -b o u n d	 of	 t h e	 G 1	 p h a s e	 d u r ati o n	 of 	t h e	u n aff e ct e d	 g r o u p .	T hi s 	c o ul d	 b e 	c a u s e d	
b y	t h e	 st ati sti c al	t h r e s h ol d	 s etti n g 	( 9 5	p e r c e ntil e	 of	t h e	 c o nt r ol	 d u r ati o n)	 s o	t h at 	a	
s m all	 a m o u nt	 of	 u n aff e ct e d	 c ell s	 c o ul d	 b e	 c at e g o ri z e d	i nt o	 T e m p A r r e st	 G r o u p.	 	
	
Fi g u r e	 4 .7 	T h e	  G 1	  d u r ati o n	 a n d	 t h e	 ti mi n g	 of	 T G F β	 sti m ul ati o n 	wit hi n	 t h e	  p h a s e .	T h e 	G 1	
a r r e st	 o ut c o m e s	 a r e	 pl ott e d	 a g ai n st 	t h e	 ti mi n g	 of	 0 / 1 0 p M 	T G F β 	d o s e s	 sti m ul ati o n	  wit hi n	 t h e	  G 1 	
( A )	o r	 S / G 2 / M	 p h a s e 	( B ).	T h e	 r e d	 d a s h	li n e:	 9 5	 p e r c e ntil e	 of	 c o nt r ol	 d u r ati o n. 	
T o	 c o nfi r m	 t h e	 e xi st e n c e	 of	 a	 i n s e n siti v e	ti m e	 wi n d o w,	 we	 a n al y z e d	 m o r e 	c ell s	
sti m ul at e d	i n	t h e	fi r st	 5 h	 of	 S / G 2 / M	 p h a s e	 b y	 v a ri e d	 d o s e s	 of	 T G F β 	( 0,	 1 0,	 2 0,	 3 0,	
5 0	 a n d	 1 0 0 p M) .	  W e	f o u n d	 t h at	 up o n	 l o w	 d o s e s	 of	  T G F β	 sti m ul ati o n	 ( 1 0 / 2 0 p M),	
f e w	 c ell s	  w e r e	 aff e ct e d	 i n	 t h e	 fi rst	 5 h	 of 	S / G 2 / M	 p h a s e .	  Ho w e v e r,	 t h e	 G 1	 a r r e st	
r e s p o n s e	 w a s	t ri g g e r e d	 a b o v e 	t h e	 d o s e	 of	3 0 p M 	(Fi g u r e	 4 .8 ).		
Alt h o u g h	  w e	 di d	 n ot	 h a v e 	 s p e cifi c	 i n di c at o r	 f o r	 S	 p h a s e,	 b a s e d	 o n	 t h e	
k n o wl e d g e	i n	lit e r at u r e,	t hi s	 5 h	i n s e n siti v e	ti m e	 wi n d o w	i s	 m o st	li k el y	t o	 b e	t h e	 S	
p h a s e	 b y	 c o n si d e ri n g	 t h e	 a v e r a g e	 S	 p h a s e	 d u r ati o n 	( ~ 5 h)	of	 H a C a T	 c ell s 	1 3 9 .	T hi s	
s wit c h -li k e	 r e s p o n s e	 s u g g e st s	t h at	 t h e	 s e n siti vit y	 of	 S	 p h a s e	 t o	 T G F β -i n d u c e d	G 1	
a r r e st	i s	 d o s e	 d e p e n d e nt.	I n	 c o nt r a st	t o	t h e	i n s e n siti vit y	 of	 S	 p h a s e	t o	l o w	 d o s e s	 of	
T G F β ,	 c ell s	 i n	  G 1	 o r	  G 2 / M	 p h a s e	  w e r e	 a r r e st e d	 u p o n	 1 0 p M	 T G F β 	 t r e at m e nt	
(Fi g u r e	 4 .7 ).	T hi s 	c o nfi r m e d	 t h at	 t h e	 s e n siti vit y 	t o	 t h e	 T G F β	 i s	 c ell	 c y cl e	 p h a s e	
d e p e n d e nt. 	
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Fi g u r e	 4 .8 	S wit c h -li k e	 r e s p o n s e	 i n	 t h e	 fi r st	  5h	 i n	 S / G 2 / M	  p h a s e. 		F o r 	c ell s	 sti m ul at e d	i n	 t h e	
fi r st	 5 h	 of 	 S / G 2 / M	 p h a s e,	 c ell -c y cl e	 a r r e st	 o ut c o m e s	 i n	 r e s p o n s e	 t o	 v a ri o u s 	 d o s e s 	 of	 T G F β.	
Ult r a s e n siti vit y	 ( s wit c h -li k e	 a r r e st	 r e s p o n s e)	  w a s	 o b s e r v e d:	  G 1	 a r r e st	 r e s p o n s e	 w a s	 t ri g g e r e d	
a b o v e 	t h e	 d o s e	 of	3 0 p M .	T h e	 r e d	 d a s h	li n e:	 9 5	 p e r c e ntil e	 of	 c o nt r ol	 d u r ati o n. 	
T a k e n	t o g et h e r,	 b ot h	t h e	ti mi n g	 a n d	 d o s e	 of	 T G F β	 sti m ul ati o n 	a r e 	c ri ti c al	f o r	it s	
c yt o st ati c	 eff e ct:	 c o m p a r e d	 wit h	 sti m ul ati o n s	 at	 S / G 2 / M	 p h a s e,	 sti m ul ati o n s	 at	 G 1	
p h a s e	 al w a y s	 i n d u c e	 a	 hi g h e r	 f r a cti o n	 of	 p e r m a n e nt	 a r r e st	 c ell s	 u n d e r	 t h e	 s a m e	
c o n c e nt r ati o n	 of	 T G F β 	t r e at m e nt.	 F o r	 sti m ul ati o n s	 at	 S 	p h a s e ,	 l o w	 d o s e	 of	  T G F β	
d o e s	 n ot	i n d u c e	 G 1	 a r r e st. 	
4. 4	  T G F β -i n d u c e d	G 1	 arr e st	 a n d 	t h e	 ti mi n g	of	 sti m ul ati o n 	wit hi n	 t h e	
p h a s e 	
F o r 	hi g h	 d o s e s 	of	 T G F β	 t r e at m e nt,	 G 1 	a r r e st	 w a s	i n d u c e d	 u p o n	 sti m ul ati o n	i n	
G 1,	 S	 a n d	 G 2 / M	 p h a s e .	W e	 a s k e d	if	t h e	 G 1	 a r r e st	 o ut c o m e	 d e p e n d s 	o n	t h e	ti mi n g	 of	
T G F β	 t r e at m e nt	  wit hi n	 a	 c ell	 c y cl e	 p h a s e. 	T h e	 c ell s	 u p o n	 5 0 p M	  T G F β	 t r e at m e nt	
w e r e	 a n al y z e d	 q u a ntit a ti v el y	(Fi g u r e	 4 .9 ).	
Fi r stl y,	 f o r	t h e	t e m p o r a ril y	a r r e st e d	 c ell s,	 w e	 e x pl o r e d	t h e	 c o r r el ati o n	 b et w e e n	
t h ei r	 G 1	d u r ati o n s 	a n d	 t h e	 ti mi n g s 	u p o n 	T G F β	 sti m ul ati o n	 wit hi n	 e a c h	 p h a s e 	(I n	
t e r m s	 of	t h e	P e a r s o n ’ s	 r h o).	T h e	 c o r r el ati o n s	 w e r e	l o w	( Fi g u r e	 4 .9 B). 	
N e xt,	  w e	 e x a m i n e d	 t h e	 f r a cti o n s	 of	 a r r e st e d 	 c ell s 	 ( eit h e r	 t e m p o r a r y	 o r	
p e r m a n e nt	 a r r e st e d) 	u p o n	 T G F β	 sti m ul ati o n	 o n 	e a rl y,	 mi d dl e	 o r	l at e 	st a g e 	wit hi n	
e a c h	 p h a s e. 	 B y	 fitti n g	 th e	 c ell	 p h a s e 	 d u r ati o n s	 t o	 l o g n o r m al	 di st ri b uti o n s,	 t h e	
t h e o r eti c al	 di st ri b uti o n s	  w e r e	 c al c ul at e d.	 E a c h	 p h a s e	  w a s	 r o u g hl y	 di vi d e d	 i nt o	
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4. 4	 	T G F β -i n d u c e d	 G 1	 a r r e st	 a n d	t h e	ti mi n g	 of	 sti m ul ati o n	 wit hi n	t h e	 p h a s e	
	 5 9 	
t h r e e	 e q u al	 p a rtiti o n s	 ( 3	 st a g e s:	 e a rl y,	 mi d dl e	 o r	l at e)	 a c c o r di n g	t o	t h e	t h e o r eti c al	
di st ri b uti o n.	 T h e	 c ell s	 w e r e	 a s si g n e d	 t o	 e a c h	 st a g e	 wit hi n	 t h e	 p h a s e	 b a s e d	 o n	 t h e	
ti m e	 s p e nt	i n	t h at	 p h a s e	 up o n 	sti m ul ati o n. 	
I n	 G 1	 p h a s e,	c ell s	 i n	t h e	 e a rl y	 st a g e	a r e	l e s s	li k el y	t o	 b e	 aff e ct e d	 b y	 T G F β 	t h a n	i n	
mi d dl e	 a n d	l at e	 st a g e s .	I n	 S / G 2 / M	 p h a s e,	 t h e	 aff e ct e d	f r a ct i o n s	a r e	 si mil a r 	a m o n g 	
e a rl y,	 mi d dl e	 a n d	l at e	 st a g e s 	(Fi g u r e	 4 .9 C) .		
	
Fi g u r e	 4 .9 	T h e	 G 1	 a r r e st	 a n d	 t h e	 ti mi n g	 of	 T G F β 	sti m ul at i o n	 wit hi n	 e a c h	 p h a s e.		( A )	T h e	 c ell -
c y cl e	 a r r e st	 o ut c o m e s	 (l eft:	 1 st 	G 1	 d u r ati o n;	 ri g ht:	 2 n d 	G 1	 d u r ati o n )	 r el ati v e	 t o	 t h e	 ti mi n g	 of 	5 0 p M 	
T G F β 1 	sti m ul ati o n 	f o r	 c ell s	sti m ul at e d	 at	 G 1	 (l eft)	 o r	 S / G 2 / M	 p h a s e	 ( ri g ht). 	T h e	 r e d	 d a s h	li n e:	 9 5	
p e r c e ntil e	 of	 c o nt r ol	 d u r ati o n. 	 ( B )	  T h e	 1 st 	 o r	 2 n d 	 G 1	 d u r ati o n	 of	 t e m p o r a r y	 a r r e st e d	 c el l s	 a s	 a	
f u n cti o n	 of	 t h e	 ti m e	 s p e nt	 i n	  G 1	 o r	 S / G 2 / M	 p h a s e,	 r e s p e cti v el y.	  R e d	 li n e	 r e p r e s e nt s	 t h e	 li n e a r	
r e g r e s si o n	 of	t h e	 d at a.	 r,	 P e a r s o n ’ s	 c o r r el ati o n	 c o effi ci e nt s.	( C)	T h e	 c ell -c y cl e	 a r r e st	 o ut c o m e s	 w h e n	
sti m ul at e d	 at	 t h e	 e a rl y,	 mi d dl e	 o r 	l at e	 st a g e	 wit hi n	 t h e	 G 1	 o r	 S / G 2 / M	 p h a s e.	 T h e	 f r a cti o n 	c h a n g e 	
r el ati v e	t o	 c o nt r ol:	t h e	 diff e r e n c e	 b et w e e n	t h e	f r a cti o n s	 of	 a r r e st e d	 c e ll s	 ( T e m p o r a r y	 a r r e st e d	 a n d	
P e r m a n e nt	 a r r e st e d)	 u p o n	 0 p M	 a n d	 5 0 p M	t r e at m e nt .	
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I n	 s u m m a r y,	 w h e n	 sti m ul at e d	 at	 hi g h	 d o s e s	 of	  T G F β, 	 t h e	  G 1	 d ur ati o n s	 of	
t e m p o r a r y	 a r r e st	 c ell s	 a r e	i n d e p e n d e nt	 of	 t h e	 ti mi n g	 u p o n	 sti m ul ati o n	 wit hi n	 t h e	
c ell	 c y cl e	 p h a s e. 	H o w e v e r,	 t h e	 f r a cti o n	 of	 aff e ct e d	 c ell s	 i s 	d e p e n d e nt	 of	 t h e	 st a g e 	
wit hi n	  G 1	 p h a s e	 u p o n	 sti m ul ati o n :	 c ell s	 i n	 t h e	 e a rl y	 st a g e	of	  G 1	 p h a s e	 a r e	 l e s s	
li k el y	t o	 b e	 aff e ct e d	 b y	T G F β .	
4. 5	  C orr el ati o n	 b et w e e n	 S m a d 2	 n u cl e ar 	a c c u m ul ati o n	 a n d	  G 1	 arr e st	
d ur ati o n 	
A s	 t h e	 S m a d	 si g n ali n g	 pl a y s 	a	 c e nt r al	 r ol e	i n	 t h e	 c a n o ni c al	 T G F β	 si g n ali n g,	 w e	
s u s p e ct e d 	t h at	 t h e	 T G F β -i n d u c e d	c ell	 c y cl e	 a r r e st	i s	 m e di at e d	 t h r o u g h	 t h e	 S m a d 2	
si g n ali n g.	 B e si d e s	i m a gi n g	 t h e	 c ell	 c y cl e	 p r o g r e s si o n	i n	 r e s p o n s e	 t o	 v a ri o u s	 d o s e s	
of	  T G F β 1,	  w e	 si m ult a n e o u sl y	 r e c o r d e d	 t h e	 n u cl e a r	 a c c u m ul ati o n	 of	 E Y F P -S m a d 2	
i n	 si n gl e	 c ell s.		
At	 t h e	 a v e r a g e	 l e v el,	 t h e	 n u cl e a r 	 E Y F P -S m a d 2 	 si g n al	 i n c r e a s e d	 aft e r	
sti m ul ati o n	 a n d	 r e a c h e d	t h e	 m a xi m u m	i n	 2 h.	 At	t h e	 p o p ul ati o n	l e v el 	(Fi g u r e	 4 .1 0 ,	
t hi c k	li n e),	 b el o w	 t h e	 s at u r ati o n	 d o s e	 of	 ~ 5 0 p M,	hi g h e r	 d o s e	 c o ul d	i n d u c e	 hi g h e r	
l e v el	 of	 S m a d 2	 n u cl e a r	 t r a n sl o c ati o n.	 N ot a bl y,	 at	 t h e	 si n gl e	 c ell	 l e v el,	 o b vi o u s	
h et e r o g e n eit y	 e xi st s	i n 	E Y F P -S m a d 2 	d y n a mi c s	 (Fi g u r e	 4 .1 0 ,	t hi n	li n e s).	
	
Fi g u r e	 4 .1 0 	 Ti m e -r e s ol v e d	 a n al y si s	 of	  n u cl e a r 	 E Y F P -S m a d 2 	 u p o n 	 3 h	 of	 v a ri o u s 	 d o s e s	 of	
T G F β 	 sti m ul ati o n.	 T h e	 ti m e	 of	 a d di n g	  T G F β 	 w a s	 s et	 a s	 z e r o.	  T h e	 E Y F P -S m a d 2	 d y n a mi c s	 of 	
i n di vi d u al	 c ell s	(t hi n	li n e s)	 a n d	 p o p ul ati o n	 a v e r a g e	(t hi c k	li n e)	 w e r e	 s h o w n.	
N e xt,	 w e	 w o ul d	 li k e	 t o	 st u d y 	 t h e	 c o r r el ati o n	 b et w e e n	 t h e	 S m a d 2	 si g n ali n g	
d y n a mi c s	 a n d	t h e	 G 1	 p h a s e	 p r ol o n g ati o n. 		
S p e cifi c all y,	 f o r	 q u a ntif yi n g	 t h e 	d y n a mi c s	 of 	S m a d 2	 n u cl e a r	 a c c u m ul ati o n ,	  w e	
t o o k	 i nt o	 c o n si d e r ati o n	 t h e	 a m plit u d e	 (t h e	  m a xi m u m	 l e v el/ b a s al	 l e v el )	 a n d	 t h e	
a cti v ati o n	ti m e	( t h e	d u r ati o n	f r o m	t h e 	ti m e	 of	a d di n g	 T G F β 	u ntil	 t h e	 n u cl e a r	E Y F P -
S m a d 2 	r e a c hi n g	t h e	 m a xi m u m )	(Fi g u r e	 4 .1 1 ).	
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4. 5	 	C o r r el ati o n	 b et w e e n	 S m a d 2	 n u cl e a r	 a c c u m ul ati o n	 a n d	 G 1	 a r r e st	 d u r ati o n 	
	 6 1 	
F o r	 q u a ntif yi n g	 c ell	 c y cl e	 a r r e st,	  w e	 o nl y	 t o o k	 i nt o	 a c c o u nt	 t h e	 aff e ct e d	  G 1	
p h a s e	 d u r ati o n,	i. e.	 1 st 	G 1	 d u r ati o n 	of	 c ell s	 sti m ul at e d	 at	 G 1	 p h a s e ;	2 n d 	G 1	 d u r ati o n 	
of	t h e	 c ell s	 sti m ul at e	 at	 S / G 2 / M	 p h a s e 	(Fi g u r e	 4 .2 ).		
	
Fi g u r e	 4 .1 1 	 S c h e m ati c	  d efi niti o n s	 of	  A m plit u d e	 a n d 	 A cti v ati o n	 ti m e	 of 	 t h e	  n u cl e a r	 E Y F P -
S m a d 2 	si g n ali n g	  d y n a mi c s .		T h e	 c u r v e	 d e s c ri b e s	 t h e	 d y n a mi c s	 of	 n u cl e a r	 E Y F P -S m a d 2 	i n	 a	c ell .	
T h e	 a m pli t u d e:	t h e	f ol d	 c h a n g e	 of	t h e	 m a xi m u m	c o m p a r e d 	wit h 	t h e	 b a sal	l e v el .	T h e	 a cti v ati o n	ti m e:	
t h e	d u r ati o n	f r o m	t h e 	ti m e	 of	T G F β 	sti m ul ati o n 	u ntil	 t h e	si g n al 	r e a c hi n g	t h e	 m a xi m u m. 	
T h e r e	  w a s	 n o	 o b vi o u s	 c o r r el ati o n	 b et w e e n	 t h e	 S m a d 2	 n u cl e a r	 a c c u m ul ati o n 	
a n d	t h e	ti m e	 s p e nt	i n	 c ell	 c y cl e	 b ef o r e	 sti m ul ati o n	 ( Fi g u r e	 4 .1 2 ),	 w hi c h	 c o nfi r m e d	
t h at	t h e	 S m a d 2	d y n a mi c s	i n	 r e s p o n s e	t o	 T G F β 1	i s 	n ot	 d et e r mi n e d	 b y	t h e	 c ell	 c y cl e	
st a g e 9 0 .	
	
Fi g u r e	 4 .1 2 	S c att e r	 pl ot s	 of	 c o r r el ati o n s 	b et w e e n	 t h e 	E Y F P -S m a d 2 	si g n ali n g 	a m plit u d e	 a n d	
t h e	ti mi n g	of 	T G F β	 sti m ul ati o n 	i n	t h e	 c ell	 c y cl e.		r,	 S p e a r m a n’ s	 c o r r el ati o n	 c o effi ci e nt s. 	
T o	 e x pl o r e	if	 t h e	 G 1	 d u r ati o n	i s	 d et e r mi n e d	 b y	 t h e	 S m a d 2	 si g n ali n g	 d y n a mi c s, 	
w e	 a n al y z e d	 t h e	 c o r r el ati o n	 b et w e e n	 t h e	  G 1	 d u r ati o n	 a n d	 t h e	 S m a d 2	 si g n ali n g	
d y n a mi c s 	( A m plit u d e	 o r	 a cti v ati o n	 ti m e).	 H o w e v e r,	  w e	 di d	 n ot	 o b s e r v e	 o b vi o u s	
c o r r el ati o n 	b et w e e n	t h e m 	(Fi g u r e	 4 .1 3 ).		
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C h a pt e r	 4 	Si n gl e	 c ell	 a n al y si s	 of	 c ell -c y cl e	 o ut c o m e s	i n d u c e d	 b y	 T G F β 		
	6 2 	
	
Fi g u r e	 4 .1 3 	W e a k	 c o r r el ati o n	 b et w e e n	 S m a d 2	 n u cl e a r	 a c c u m ul ati o n	 a n d	 G 1	 a r r e st	 d u r ati o n. 	
( A )	 S c att e r	 pl ot s	 s h o wi n g	t h e	 c o r r el ati o n	 b et w e e n	t h e 	E Y F P -S m a d 2 	d y n a mi c s	 a m plit u d e	 a n d	t h e	 1 st 	
G 1	 d u r ati o n	 u p o n	 v a ri o u s	 sti m ul u s	l e v el s	 f o r	 c ell s	 t r e at e d	 at	 G 1	 p h a s e. 	( B )	 S c att e r	 pl ot s	 s h o wi n g	
t h e	 c o r r el ati o n	 b et w e e n	 t h e	 E Y F P -S m a d 2 	 d y n a mi c s	 a m plit u d e	 a n d	 t h e	 2 n d 	 G 1	 d u r ati o n	 u p o n	
v a ri o u s	 sti m ul u s	l e v el s	f o r	 c ell s	t r e at e d	 at	 S / G 2 / M	 p h a s e.	 ( C)	 S c att e r	 pl ot s	 of	 c o r r el ati o n s 	b et w e e n	
A cti v ati o n	 ti m e	 a n d	 t h e	 1 st 	G 1	 d u r ati o n	 u p o n 	v a ri o u s 	sti m ul u s	l e v el s	 f o r	c ell s	 t r e at e d	 at	 G 1	 p h a s e. 	
( D )	 S c att e r	 pl ot s	 of 	c o r r el ati o n s 	b et w e e n	 A cti v ati o n	 ti m e	 a n d	 t h e	 2 n d 	G 1	 d u r ati o n	 u p o n 	v a ri o u s 	
sti m ul u s	l e v el s	 f o r	c ell s	t r e at e d	 at	 S / G 2 / M	 p h a s e. 	T h e	 c ell s	 w e r e	t r e at e d	 u p o n	 v a ri e d	 c o n c e nt r ati o n	
of	 T G F β 1	 a s	i n di c at e d.	 r,	 S p e a r m a n’ s	 c o r r el ati o n	 c o effi ci e nt s. 		
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4. 6	  T h e	l e v el s	 of	 p 2 1	i n	i n di vi d u al	 c ell s	 aft er	 T G F β 	tr e at m e nt	
I n	 e pit h eli al	 c ell s,	 o n e	 of	t h e	 m o st	i m p o rt a nt	 T G F β-i n d u c e d	 c yt o st ati c	 eff e ct s	i s	
t h e	 a cti v ati o n	 of	 p 2 1 9 ,	  w hi c h	 i s	 o n e	 of	 t h e	 C D K	 i n hi bit o r s .	  W e	 q u a ntit ati v el y	
a n al y z e d	 t h e	 p 2 1	 l e v el	 i n	 c ell s	 aft e r	 3 h	 of	 T G F β	 t r e at m e nt s. 	 T h e	 p 2 1	 l e v el s	 of	
i n di vi d u al	 c ell s	 w e r e	 v a ri e d	 a n d	th e	 a v e r a g e	 p 2 1	l e v el s 	of	t h e	 c ell s 	i n c r e a s e d	 aft e r	
T G F β	t r e at m e nt s	 (Fi g u r e	 4 .1 4 ).	
	
Fi g u r e	 4 .1 4 	T G F β	 i n d u c e s	  h et e r o g e n e o u s	 el e v at e d	 l e v el	 of	  p 2 1.	T h e	 c e ll s	 w e r e	 t r e at e d	 b y	 3 h	
T G F β 	( 0,	 1 0,	 5 0	 o r	 1 0 0 p M ) 	a n d	fi x e d.	 T h e n	t h e	 c ell s	 w e r e	i m m u n o st ai n e d	f o r	 p 2 1	 a n d	i m a g e d.	 T h e	
fl u o r e s c e nt	 si g n al	 of	 p 2 1	  w a s	 q u a ntit ati v el y	 a n al y z e d	 f o r	 e a c h	 c ell.	  T h e	 c ell	 c y cl e	 p h a s e 	 w a s	
i n di c at e d	 b y	  m C h e r r y-G e mi ni n( 1 / 1 1 0) 	of	 e a c h	 c ell .	( A )	 C ell s	  w e r e	 i n	  G 1	 p h a s e;	 ( B )	 C ell s	  w e r e	 i n	
S / G 2 / M	 p h a s e;	 ( C)	 pl ot	 t h e	 d at a	 i n	 ( A )	 a n d	 ( B )	 t o g et h e r. 	 8 7 7,	 1 0 6 8,	 1 0 1 7	 a n d	 9 2 4	 c ell s	  w e r e	
a n al y z e d	( o r d e r	 c o r r e s p o n d s	t o	 0,	 1 0,	 5 0	 a n d	 1 0 0 p M ). 	R e d	 a st e ri s k s:	 m e a n	 of	t h e	 p 2 1	 si g n al s. 	
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               C h a p t er  5
M o d eli n g  of  si n gl e  c ell  b e h a vi or s  u p o n  
m ul ti pl e  T G F β  s ti m ul a ti o n s  
C o m bi ni n g	 c o m p ut ati o n al	  m o d el	 s i m ul ati o n s	  wit h	 e x p e ri m e nt al	 a n al y si s ,	  w e	
f o u n d	 t h at	c ell	 c y cl e	 a r r e st	i n	 r e s p o n s e	 t o	 si n gl e	 p ul s e 	T G F β 	sti m ul ati o n 	i s	 all-o r -
n o n e	 r e s p o n s e .	I n	 t hi s	 c h a pt e r,	  w e	 a s k	t h e	 q u e sti o n:	h o w	 d o e s	 c ell s 	r e s p o n d	 t o 	
m ulti pl e	 p ul s e s	 of	 T G F β 	sti m ul ati o n s ? 	
W e	fi r stl y	i nt r o d u c e d	 a	 C ell ul a r	 A ut o m at o n	 M o d el	 ( C A M)	 t o	 si m ul at e	g r o wi n g	
si n gl e	 c ell s .	 T h e n	 w e	 a p pli e d	t h e	 C A M	t o	t e st	 diff e r e nt	 a s s u m pti o n s.	 St ri ki n gl y,	 w e	
f o u n d	 t h at	 t h e	 c ell s	 a r e	i n	 a	 r ef r a ct o r y	 st at e	 aft e r	 a 	p ul s e	 of	 T G F β 	sti m ul ati o n ,	i n	
w hi c h	 t h e	 c ell s	 d o 	n ot	 r e s p o n s e	 t o	 T G F β 	a n y m o r e. 	B a s e d	 o n	 t hi s	 k n o wl e d g e,	  w e	
p r o p o s e d	 a	 h y p ot h e si s	 t o	 e x pl ai n	 t h e	 st r at e g y	 t h at	 t h e 	 c ell s	 u s e	 t o	 e s c a p e	 t h e	
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5. 1	  C ell ul ar	 A ut o m at o n	 M o d el 	( C A M)	f or	 si n gl e	 c ell s	
W e	 c o ul d	 u s e	 P B M 	t o	 si m ul at e	 c ell s	 r e s p o n s e	 u p o n	  m ulti pl e	 p ul s e s	 of	 T G F β 	
sti m ul ati o n s	 b y	 m o dif yi n g 	t h e	 P B M .	T h e r e	 w o ul d	 b e 	fi v e	 diff e r e nt	 g r o u p s	 of	 c ell s 	
g e n e r at e d 	u p o n	 o n e 	p ul s e	 of	 T G F β 	sti m ul ati o n:	 ( 1)	 u n aff e ct e d,	 sti m ul at e d	 at	  G 1	
p h a s e	 a n d	 ( 2) 	 t e m p o r a r y	 a r r e st e d	 o r	 ( 3)	 p e r m a n e nt	 a r r e s t e d,	 sti m ul at e d	 at	
S / G 2 / M	 p h a s e	 a n d 	( 4)	t e m p o r a r y	 a r r e st e d	 o r	( 5)	p e r m a n e nt	 a r r e st e d 	(Fi g u r e	 5 .1 ).		
	
Fi g u r e	 5 .1 	Fi v e	 g r o u p s	 of	 c ell s	 aft e r	 o n e	 p ul s e	 of	 T G F β 	sti m ul ati o n.	 		C ell s	 c o ul d	 b e	 di vi d e d	t o	
fi v e	 g r o u p s	 b a s e d	 o n	t h ei r	f at e s	 a n d	 c ell	 c y cl e	 p h a s e	 at	t h e	ti m e	 of	T G F β 	sti m ul ati o n. 	
T h u s	 f o r	 n 	p ul s e s 	of 	sti m ul ati o n s,	  w e	  w o ul d	 n e e d	 t o 	di vi d e 	t h e	 c ell s	 i nt o	 5n 	
g r o u p s.	  A s	 o n e	 s et	 of	  O D E s	  w a s	 u s e d	 t o	 d e s c ri b e	 o n e	 g r o u p	 of	 c ell s	 i n	 P B M ,	  w e	
s h o ul d	 u s e 	5 n 	s et s 	of	 O D E s	i n	t h e	 m o d el,	 w hi c h	 i s	t o o	 c o m pli c at e,	 e. g.	f o r	 3	p ul s e s 	of	
sti m ul ati o n,	 w e	 w o ul d	 h a v e	 1 2 5	 s et s	 of	 O D E s .		
H e r e	  w e	 e m pl o y e d 	 a n ot h e r 	 m o d el, 	 C ell ul a r	 A ut o m at o n	 M o d el	 ( C A M) ,	 t o	
si m ul at e	t h e	i n di vi d u al	 c ell	 c y cl e	t r aj e ct o ri e s 	a n d	 mi mi c	 c ell s	 u p o n	 m ulti pl e	 p ul s e s	
of	 li g a n d	 t r e at m e nt s1 3 3, 1 4 0 .	 Alt h o u g h	 it	 i s	 c o m p ut ati o n al	 e x p e n si v e	 t o 	 si m ul at e	
si n gl e	 c ell	 c y cl e	 t r aj e ct o ri e s,	it	i s	e a s y	 t o	t r a c k	t h e	 r e s p o n s e	i n	 e a c h	 c ell	 u p o n	 e v e r y	
t r e at m e nt.	
5. 1. 1	  M o d el	 a s s u m pti o n s 	
T h e	 C A M	 w a s	 d e v el o p e d	 b a s e d	 o n	t h e	f oll o wi n g	 a s s u m pti o n s:	 	
( 1) W e 	 di vi d e	 c ell	 c y cl e	 d u r ati o n	 i nt o	 t w o	 p a rt s:	  G 1	 p h a s e	 d u r ati o n	 a n d	
S / G 2 / M	 p h a s e	 d u r ati o n.	 E a c h	 p h a s e	 d u r ati o n	 ( G 1	 o r	 S / G 2 / M	 p h a s e)	i s	
a s s u m e d	t o	f oll o w	 a	l o g n o r m al	 di st ri b uti o n 1 3 7, 1 3 8 .		
( 2) O n e	 c ell	 di vi d e s	i nt o	t w o	 c ell s	 aft e r	t h e	 c o m pl eti o n	 of	t h e	 S / G 2 / M	 p h a s e.	
T h e	 d u r ati o n	 of	  G 1	 o r	 S / G 2 / M	 p h a s e	 a r e	 r ei niti ali z e d	 f o r	 t h e s e	 t w o	
n e w b o r n	 c ell s. 	
( 3) At	 e a c h	 ti m e	 st e p	 d u ri n g	 t h e	 c ell	 c y cl e,	 t h e	 c ell	 c o ul d	 di e	  wit h	 a	
p r o b a bilit y	 ! ! " # ! 	a n d	 e xit	t h e	 c ell	 c y cl e.	 	
G 1	
C ell	
( 1)	 u n a ff e ct e d	
+ T G F β	 ( 2)	 T e m p or ar y	 arr e st e d	
( 3)	 P er m a n e nt	 arr e st e d	
S/ G 2/ M	 ( 4)	 T e m p or ar y	 arr e st e d	
( 5)	 P er m a n e nt	 arr e st e d	
S B m ul at e d	 at	 G 1	 p h as e	
S B m ul at e d	 at	 S/ G 2/ M	 p h as e	
	
C h a pt e r	 5 	M o d eli n g	 of	 si n gl e	 c ell	 b e h a vi o r s	 u p o n	 m ulti pl e	 T G F β	 sti m ul ati o n s 		
	6 6 	
5. 1. 2	  M o d el	 d e s cri pti o n 	
I n	t h e	 C A M,	t h e r e	i s	 a	 g ri d	 of	 c ell s,	 e a c h	i n	 o n e	 of	 a	 n u m b e r	 of	 st at e s.	 T h e	 st at e 	
of	 o n e	 c ell 	! ! ( ! ) 	(t h e	i	-t h	 c ell	 at	ti m e-p oi nt	 t)	 i s	 c h a r a ct e ri z e d	 b y	f o u r	f e at u r e s:	( 1)	
d e a d	 o r	 t h e	 c u r r e nt	 c ell	 c y cl e	 p h a s e	! ;	 	 ( 2)	 t h e	 r e m ai ni n g	 ti m e 	of	 st a yi n g	 at	 t h e	
c u r r e nt	 p h a s e  ! ! ;	 ( 3)	 t h e	 d u r ati o n	 of	 it s	 G 1	 p h a s e 	! ! ;	 ( 3)	 t h e	 d u r ati o n	 of	 it s	
S / G 2 / M 	p h a s e 	! ! 	(Fi g u r e	 5 .2 A ).		
E a c h	 c ell	i s	 a s si g n e d	 a	 v al u e	f o r	 it s	G 1	 p h a s e	 d u r ati o n	 a n d	 a n ot h e r	 v al u e	f o r 	it s	
S / G 2 / M	 p h a s e	 d u r ati o n 1 3 3 .	 T h e	 c ell	c y cl e	 p r o g r e s s e s	i n d e p e n d e ntl y.	 E a c h	 c ell	 c y cl e	
p h a s e	 i s	 c h a r a ct e ri z e d	 b y	 a	 s e q u e n c e	 of	 di s c r et e	 st e p s	 i n	 t h e	  m o d el 1 3 3, 1 4 0 .	  W h e n	
a d v a n ci n g	t	 b y	 1,	 a	 n e w	 g e n e r ati o n	 of	 all	t h e	 c ell s	i s	 c r e at e d	 a c c o r di n g	t o	 t h e	fi x e d	
r ul e s 	i n	 t h e	 d e ci si o n	 t r e e	!  ( ! ,! ! ,! ! ,! ! ) 	(Fi g u r e	 5 .3 ).	F o r	i n st a n c e,	f o r	 o n e 	c ell	 at	
t h e	 c u r r e nt	 st at e	 of	C ! t ( ! = 1 ,! ! = 8 0 ,! ! = 4 8 0 ,! ! = 7 2 0 ) , w h e n	 a d v a n ci n g	 t	
b y	 1 ,	it	i s	 u p d at e d	t o	C !( t + 1 ) 	( ! = 1 ,! ! = 7 9 ,! ! = 4 8 0 ,! ! = 7 2 0 ) (Fi g u r e	 5 .2 B ).	
	
Fi g u r e	 5 .2 	T h e	 st at e	 of	 c ell s	i n	 t h e	 C ell ul a r	 A ut o m at o n	 M o d el .			( A )	 T h e	 st at e	 of	 o n e	 c ell	 ! ! ( ! ) 	i s	c h a r a ct e ri z e d	 b y	f o u r	f e at u r e s:	 d e a d	 o r	t h e	 c u r r e nt	 c ell	 c y cl e	 p h a s e	 ! ;	t h e	r e m ai ni n g	ti m e 	of	 st a yi n g	







C i(t) 0:	 d e a d
1:	 G 1	 p h as e
2:	 S/ G 2/ M	 p h as e
R e m ai ni n g	 9 m e	i n	 θ
G 1	 p h as e	 d ur a 9 o n
S/ G 2/ M	 p h as e	 d ur a 9 o n
A	
B	
θ 	 = 1	
	T R 	 = 8 0	
	 TG 	 = 4 8 0
	 TM = 7 2 0
C i(t)
θ 	 = 1	
	 TR 	 = 7 9	
	 TG 	 = 4 8 0
	 TM = 7 2 0
C i(t + 1)
D	( θ ,	 TR	 ,	T G	 ,	 TM )
T R 	 =T R	 - 1	
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Fi g u r e	 5 .3 	 D e ci si o n	 t r e e	 !  ! ,! ! ,! ! ,! ! 	of	 t h e	 C ell ul a r	 a ut o m at o n	  m o d el .	 	θ 	= = 0, 1, 2	r e p r e s e nt	 t h e	 c ell	 i n	  G 1,	 S/ G 2 / M	 o r	 d e at h,	 r e s p e cti v el y;	 C i(t) 	i s	 t h e	 st at e	of	 t h e		 i	-t h	 c ell	 at	 ti m e-
p oi nt	 t;	T ! 	i s	t h e	 r e m ai ni n g	ti m e	of	 st a yi n g	 at	 c u r r e nt	 p h a s e ;	T ! 	a n d	 T ! 	a r e	t h e	 d u r ati o n	 of	 G 1	 p h a s e 	a n d	 S / G 2 / M	 p h a s e,	 r e s p e cti v el y;	 g	 a n d	  m 	 a r e	 t h e	 n e wl y	 a s si g n e d	 v al u e s	 f o r	 t h e	 T ! 	a n d	 T ! ,	r e s p e cti v el y .	 Bl a c k	 a r r o w:	a s si g n 	t h e	 v al u e	t o	t h e	 v a ri a bl e.	
I n	t h e	 d e ci si o n	t r e e,	t h e	g  a n d	 m 	a r e	 n e wl y	 a s si g n e d	 v al u e s	f o r	t h e	 T ! 	a n d	 T ! 	of	
t h e	 n e w b o r n	 c ell,	 r e s p e c ti v el y.	  N ot e	 t h at	 a n	 a d diti o n al	 c ell	 i s	 p r o d u c e d	 a n d	
a s si g n e d	 wit h	 v al u e s	 si mil a rl y. 	 I n	 a d diti o n,	 t o	 d e s c ri b e	 c ell	 d e at h	 e v e nt s,	  w e	
i nt r o d u c ed 	a	 p a r a m et e r	 of	 ! ! " # ! 	i nt o	 t h e	 m o d el.	 F o r	 e v e r y	 g e n e r ati o n	 of	 c ell s,	 w e	
a s s u m e d 	t h at	 e v e r y	 c ell	 h a s	t h e	 p r o b a bilit y	 (! ! " # ! )	t o	 di e,	 w hi c h	i s	 d o n e	 b y	 a s si g n	
t h e	! 	t o	 0.		
F o r	 e a c h	 c ell, 	 th e	 v al u e s	 of	 ! ! 	a n d	 ! ! 	a r e	 a s si g n e d	 o n c e	 it	 i s	 b o r n.	  T h e y	 a r e	
s a m pl e d	 f r o m	 l o g n o r m al	 di st ri b uti o n s	  w hi c h	  w e r e	 fitt e d	 f r o m	 t h e	 e x p e ri m e nt al	
d at a	 of	  G 1	 a n d	 S / G 2 / M	 p h a s e	 d u r ati o n	 di st ri b uti o n s,	 r e s p e cti v el y	 ( E q u ati o n	 2 1 	
a n d	 2 2 ).	
	 ! ! !  ~  ! " # $ " % &! ! ! ! ,! ! ! 	 (2 1 )	
	 ! ! / ! ! / !  ~  ! " # $ " % &! ! ! / ! ! / ! ,! ! / ! ! / ! 	 (2 2 )	
U p	 t o	 n o w,	 t h e	 s y st e m	 of	 C A M	 c o m p o s e d	 of	 g r o wi n g	 n u m b e r	 of	 c ell s	 c o ul d	
p r o g r e s s	 s p o nt a n e o u sl y	 t o	  mi mi c	 t h e	 c ell	 c y cl e	 p r o g r e s si o n	 of	 i n di vi d u al	 c ell s	 i n	
t h e	 p o p ul ati o n.	
5. 1. 3	  St e a d y -st at e 	f or	i niti al	 c o n diti o n s	
W e	 a s s u m e d 	 t h at	 t h e	 a s y n c h r o n o u s 	 c ell	 p o p ul ati o n	 h a s	 r e a c h e d	 t h e	 st e a d y	
st at e	 b ef o r e	  T G F β	 t r e at m e nt 	(t h e	 G 1	 f r a cti o n	 d o e s	 n ot	 c h a n g e	 o v e r	 ti m e ).	A s	  w e	
θ  = = 0
Y e s N o
C i(t + 1) ç C i(t) T R  >  0
Y e s N o
T R   ç  T R - 1 θ  = = 1
Y e s N o
θ   ç  2
T R ç    T M
θ    ç  1
T G  ç  gT M  ç  mT R   ç  g
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di d	i n	 P B M,	 w e	 g e n e r at e d	t h e	 st e a d y	 st at e	 b y	 s etti n g	 r a n d o m	 v al u e s	f o r	t h e	i niti a l	
st at e	 of	 e a c h	 c ell	 a n d	 p e rf o r mi n g	 a	 l o n g -t e r m	 si m ul ati o n	 u ntil	 t h e	 q u a si 	st e a d y	
st at e	 w a s	 r e a c h e d.	 W e	 st o r e d	it	 a s	t h e	i niti al	 c o n diti o n	f o r	t h e	 si m ul ati o n s	l at e r	 o n. 	
5. 1. 4	  T h e	 C A M	 i n c or p or ati n g	t h e	 eff e ct	 of	T G F β -i n d u c e d	G 1	 arr e st 	
N e xt,	 w e	i n c o r p o r at e d	 t h e	 ef f e ct	 of	T G F β -i n d u c e d	G 1	 a r r e st 	i n	 C A M.	W e	f o u n d	
t h at	all -o r -n o n e 	G 1	 a r r e st	 r e s p o n s e	i s	 t ri g g e r e d	 b y	T G F β 	sti m ul ati o n	 a n d	t h e r e	 a r e	
fi v e	 g r o u ps	 of	 c ell s 	g e n e r at e d	 u p o n	t r e at m e nt. 	T h u s	 w e	 e m pl o y e d 	f o u r	 p a r a m et e r s	
t o	 d e s c ri b e	t h e	 p r o b a biliti e s	of	 c ell s 	t o	 b e	 a r r e st e d	 (A r r e st	 P r o b a bilit y	 p a r a m et e r s,	
A P	 p a r a m et e r s) :	 p 1,	 p 2,	 p 3	 a n d	 p 4	(T a bl e	 5 -1 ).	
T a bl e	 5 -1 	A n n ot ati o n	 o f	t h e	f o u r	 A P	p a r a m et e r s 	
P a r a m e t e r s  A n n o t a ti o n  
! "  T h e p r o b a bilit y of T e m p A r r e st w h e n sti m ul at e d at G 1 p h a s e  
! "  T h e p r o b a bilit y  of P e r m A r r e st w h e n sti m ul at e d at G 1 p h a s e  
! "  T h e p r o b a bilit y  of T e m p A r r e st w h e n sti m ul at e d at S / G 2 / M p h a s e  
! "  T h e p r o b a bilit y  of P e r m A r r e st w h e n sti m ul at e d at S / G 2 / M p h a s e  
	
F o r	 a	 c ell	 i n	  G 1	 p h a s e,	 T G F β	 sti m ul ati o n 	c o ul d	 r e s ult	 i n	 t h r e e	 p o s si bl e 	f at e s	
(Fi g u r e	 5 .4 A) :	it	t e m p o r a ril y	 a r r e st s	i n	 G 1	 p h a s e	 a n d	 p r o g r e s s e s	t o	 S	 p h a s e	 aft e r	 a	
l e n gt h e n e d	  G 1	 d u r ati o n	 ( wit h	 a	 p r o b a bilit y	 of	 p 1);	 it	 p e r m a n e ntl y	 a r r e st s	 i n	  G 1	
p h a s e	 a n d	 d o e s	 n ot	 p r o g r e s s	 i n	 t h e	 c ell 	 c y cl e	 ( wit h	 a	 p r o b a bilit y	 of	 p 2);	 it	 i s	
u n aff e ct e d	 a n d	 p r o g r e s s e s	t o	 S	 p h a s e	 n o r m all y	( wit h	 a	 p r o b a bilit y	 of	 1 -p 1 -p 2). 	
Si mil a rl y,	f o r	 a	 c ell	i n	 S / G 2 / M	 p h a s e,	 T G F β	 sti m ul ati o n 	i n d u c e s	 G 1	 a r r e st	i n	t h e	
n e xt	 G 1	 p h a s e	 aft e r	 c ell	 di vi si o n	 ( 2 n d 	G 1	 p h a s e),	 r e s ul ti n g	i n	t h r e e	 p o ssi bl e 	f at e s	of	
t h e	 n e w	 b o r n	 d a u g ht e r	 c ell s	 (Fi g u r e	 5 .4 B) :	it	 t e m p o r a ril y	 a r r e st s	i n	 G 1	 p h a s e	 a n d	
p r o g r e s s e s	t o	 S	 p h a s e	 aft e r	 a	l e n gt h e n e d	 G 1	 d u r ati o n	 ( wit h	 a	 p r o b a bilit y	 of	 p 3);	it	
p e r m a n e ntl y	 a r r e st s	 i n	  G 1	 p h a s e	 a n d	 d o e s	 n ot	 p r o g r e s s	 i n	 t h e	 c ell	 c y cl e	 ( wit h	 a	
p r o b a bilit y	 of	 p 4);	 it	 i s	 u n aff e ct e d	 a n d	 p r o g r e s s e s	 t o	 S	 p h a s e	 n o r m all y	 ( wit h	 a	
p r o b a bilit y	 of	 1 -p 3 -p 4). 	
T h u s,	 c ell s	 u p o n	  T G F β	 c o ul d	 b e	 c at e g o ri z e d	 i nt o	 t h r e e	 diff e r e nt	 g r o u p s:	
u n aff e ct e d	 g r o u p,	 t e m p o r a r y	 a r r e st e d	 ( T e m p A r r e st)	 a n d	 p e r m a n e nt	 a r r e st e d	
( P e r m A r r e st)	 g r o u p .	T h e	 eff e ct	 of	 T G F β	 t r e at m e nt	 o n	 t h e	 C A M	i s	i m pl e m e nt e d	 b y	
a p pl yi n g	 t h e	 f o u r	  A P	 p a r a m et e rs.	  U p o n	  T G F β	 sti m ul ati o n,	 e v e r y	 c ell	 h a s	 c e rt ai n	
p r o b a biliti e s 	of	 b ei n g	 i n	  T e m p A r r e st	 o r	 P e r m A r r e st,	 d e p e n di n g 	o n	 t h ei r	 c u r r e nt	
p h a s e. 	
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Fi g u r e	 5 .4 	 Di a g r a m	 s h o wi n g	 t h e	 c ell	 f at e s	 aft e r	 T G F β	 sti m ul ati o n .	 	 ( A )	  A 	 c ell	 c o ul d	 b e	
t e m p o r a r y	 a r r e st e d	 ( wit h	 a	p r o b a bilit y	 p 1)	 o r	 p e r m a n e nt	 a r r e st e d	 ( wit h	 a 	p r o b a bilit y	 p 2)	 u p o n	
sti m ul ati o n	 i n	  G 1	 p h a s e. 	 ( B )	 A 	 c ell	 c o ul d	 b e	 t e m p o r a r y	 a r r e st e d	 ( wit h	 t h e	 p r o b a bilit y	 p 3)	 o r	
p e r m a n e nt	 a r r e st e d	 ( wit h	 t h e	 p r o b a bilit y	 p 4)	i n	 t h e	 n e xt	 G 1	 p h a s e	 aft e r	 c ell	 di vi si o n,	 if	t h e	 cell	i s	
sti m ul at e d 	i n	 S / G 2 / M	 p h a s e.	
F o r	 c o m p ut ati o n al	 si m plifi c ati o n,	 w e	i nt r o d u c e d 	a n	 a d diti o n al	l a b el	t o	i n di c at e	
t h e	 st at e	 of	 a r r e st:	 t h e	i n d e x	 of	 a r r e st	!! 	i nt o	C ! t ,	w h e r e	 t h e	 v al u e	 of	 !! 	c o ul d	 b e	
0,	 1	 o r	 2,	 r e p r e s e nt i n g	u n aff e ct e d,	 T e m p A r r e st	 o r	 P e r m A r r e st,	 r e s p e cti v el y 	(Fi g u r e	
5 .5 ).	 B ef o r e	 sti m ul ati o n,	t h e	 d ef a ult	 v al u e	 of	!! 	f o r	 all	t h e	 c ell s	i s	 0.	
	
Fi g u r e	 5 .5 	 T h e	 st at e	 of	 c ell s	 i n	 t h e	 C ell ul a r	 A ut o m at o n	 M o d el 	 i n c o r p o r ati n g	 t h e	 eff e ct	 of	
T G F β -i n d u c e d	G 1	 a r r e st .			T h e	 st at e	 of	 o n e	 c ell	 ! ! ( ! ) 	i s	 c h a r a ct e ri z e d	 b y	fi v e	f e at u r e s:	 d e a d	 o r	t h e	c u r r e nt	 c ell	 c y cl e	 p h a s e	 ! ;	t h e	r e m ai ni n g	 ti m e	of	 st a yi n g	 at	t h e	 c u r r e nt	 p h a s e  ! ! ;	t h e	 d u r ati o n	 of	it s	G 1	 a n d	 S / G 2 / M	 p h a s e s 	! ! 	a n d	 ! ! ;	 st at e	 of	 a r r e st	!! .		
A	
B	
U n a ff e ct e d	
T e m p or ar y	 arr est e d	
P er m a n e nt	 arr est e d	
1 st	 G 1	 S/ G 2/ M	
1 st	 G 1	 S/ G 2/ M	
S/ G 2/ M	
1 st	 G 1	
p 1	2 n d 		 G 1	
2 n d 		 G 1	
1 st	 G 1	 2 n d 		 G 1	
U n a ff e ct e d	
T e m p or ar y	 arr est e d	
P er m a n e nt	 arr est e d	
1 st	 G 1	 S/ G 2/ M	
1 st	 G 1	 S/ G 2/ M	
p 3	2 n d 		 G 1	
2 n d 		 G 1	
1 st	 G 1	 S/ G 2/ M	 2 n d 		 G 1	
1 st	 G 1	 S/ G 2/ M	 2 n d 		 G 1	
… 	
… 	
+ T G F β	









C i(t) 0:	 d e a d
1:	 G 1	 p h as e
2:	 S/ G 2/ M	 p h as e
R e m ai ni n g	 9 m e	i n	 θ
G 1	 p h as e	 d ur a 9 o n
S/ G 2/ M	 p h as e	 d ur a 9 o n
0:	 u n a ff e ct e d
1:	 T e m p Arr est 	
2:	 P er m Arr est 	
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U p o n	 T G F β	 sti m ul ati o n,	f o r	 c ell s	 at	 G 1	 p h a s e	 (i. e.	 ! = 1 ),	 w e	 r a n d o ml y	 s a m pl e 	
! 1 	a n d	 ! 2 	of	t h e m,	 a n d	t h e n	 a s si g n 	t h ei r	 r e s p e cti v e	!! 	t o	 1	 a n d	 2,	 r e s p e cti v el y.	 T h e	
r e m ai ni n g	 c ell s	 ( 1 − ! 1 − ! 2 	of	 all	t h e	 G 1	 c ell s)	 h a v e	t h ei r	 d ef a ult	 !! .	U p o n	 T G F β	
sti m ul ati o n,	f o r	 c ell s	 at	 S / G 2 / M	 p h a s e	 (i. e.	 ! = 2 ),	 w e	 r a n d o ml y	 s a m pl e 	! 3 	a n d	 ! 4 	
of	t h e m,	 a n d	t h e n	 a s si g n 	t h ei r	 r e s p e cti v e	!! 	t o	 1	 a n d	 2,	 r es p e cti v el y.	 T h e	 r e m ai ni n g	
c ell s	( 1 − ! 3 − ! 4 	of	 all	t h e	 S / G 2 / M	 c ell s)	 h a v e	t h ei r	 d ef a ult	 !!  .	
H e r e	  w e	 h a v e	 a n ot h e r	  m o difi e d	 d e ci si o n	 t r e e 	! ′ ( ! ,! ! ,! ! ,! ! ,!! ) 	(Fi g u r e	 5 .6 )	
f o r	i n c o r p o r ati n g	t h e	c yt o st ati c	 eff e ct	 of	 T G F β	 sti m ul ati o n .	
	
Fi g u r e	 5 .6 	 D e ci si o n	 t r e e	 of	 t h e	  C ell ul a r	 a ut o m at o n	  m o d el	 ( C A M )	  w h e n	 i n c o r p o r ati n g	 t h e	
c yt o st ati c	 eff e ct s. 			θ 	= = 0, 1, 2	 r e p r e s e nt	 t h e	 c ell	i n	 G 1,	 S / G 2 / M	 o r	 d e at h,	 r e s p e cti v el y;	 C i(t) 	i s	 t h e	
i nf o r m ati o n	 of	t h e		i	-t h	 c ell	 at	ti m e-p oi nt	 t;	T ! 	i s	t h e	 r e m ai ni n g	ti m e	 of	 st a yi n g	 at	t h e	 c u r r e nt	 st at e;	T ! 	a n d	 T ! 	a r e	 t h e	 d u r ati o n	 of	  G 1	 p h a s e 	 a n d	 S / G 2 / M	 p h a s e,	 r e s p e cti v el y;	 !!  = = 0,	 1,	 2	 r e p r e s e nt	u n aff e ct e d,	 T e m p A r r e st	 o r	 P e r m A r r e st,	 r e s p e cti v el y ;	 g	 a n d	 m	 a r e	t h e	n e wl y	 a s si g n e d	 v al u e s	f o r	t h e	
T ! 	a n d	 T ! ,	 r e s p e cti v el y.	g′ 	i s	 t h e	 v al u e	 of	 a r r e st e d	  G 1	 p h a s e	 d u r ati o n.	 +∞ 	i s	 i nfi nit y;	 Bl a c k	 a r r o w:	a s si g n	t h e	 v al u e	t o	t h e	 v a ri a bl e. 	
I n	 t hi s	 d e ci si o n	 t r e e,	 t h e	g 	a n d	 m 	a r e	 n e wl y	 a s si g n e d	 v al u e s	 f o r	 t h e	 ! ! 	a n d	 ! ! ,	
r e s p e ct i v el y,	 of	 t h e	 n e w-b o r n	 c ell; 	 g′ 	i s	 a	 v al u e	 d r a w n	 f r o m	 a	 l o g n o r m al	
di st ri b uti o n,	  w hi c h	 i s	 fitt e d	 f r o m	 t h e	 e x p e ri m e nt all y	 o bt ai n e d 	 G 1	 d u r ati o n	
di st ri b uti o n s	 of	t h e	 T e m p A r r e st 	g r o u p :	
	 ! ′!  ~  ! " # $ " % &! ! ′! ,! ′! 	 (2 3 )	
Y e s N o
θ  = =  0
Y e s N o
C i(t + 1) ç C i(t) T R  >  0
Y e s N o
T R  ç T R - 1 θ  = = 1
Y e s N o
IA = = 0
Y e s N o
θ   ç  2
T R  ç  TM
IA = =  2
T R  ç  g’ - TG 1IA = = 0
T R  ç +  IA = = 0
IA = = 0
IA = = 2
θ   ç  1
T G  ç  g’T M ç  mT R  ç  g’ IA = = 0
θ   ç  1
T G ç  gT M ç  mT R  ç  gY e s N o Y e s N o
θ  ç  1
T R  ç +  IA = = 0
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B y	 u si n g	 diff e r e nt	 s et s	 of	  A P	 p a r a m et e r s,	 t h e	 s y st e m	 of	 C A M	 i s	 s p e cifi c all y	
a s si g n e d	 p h a s e	 d u r ati o n s.	  T h e s e	 t r aj e ct o ri e s	 c o ul d	 t h e n	 b e	 r e c o r d e d.	 I n	 t h e	
e x p e ri m e nt s,	  w e	 o b s e r v e d	 a n	 i n c r e a s e	 of	 G 1	 f r a cti o n	 f r o m 	a r o u n d	 3 h	 aft e r	  T G F β	
t r e at m e nt.	 T h e	 3 h	 of	 d el a y	i s	 al s o	 c o n si d e r e d	i n	t h e	 m o d el	 si m ul ati o n.	
5. 1. 5	  E sti m ati n g	t h e	 p ar a m et er s	 of	t h e	 C A M 	
T h e	 d u r ati o n s	 of	 e a c h	 c ell	 c y cl e	 p h a s e,	  G 1 	 o r	 S / G 2 / M,	  w e r e	 fitt e d	 t o 	
e x p e ri m e nt al	 d at a	 wit h 	a	l o g n o r m al	 di st ri b uti o n.	 F o r	 e a c h	 p h a s e,	 w e	 o bt ai n e d	 t w o	
p a r a m et e r s:	 ! 	a n d	 ! ,	  w hi c h	a r e 	t h e	  m e a n	 a n d	 st a n d a r d	 d e vi ati o n	 of	 t h e	 n at u r al	
l o g a rit h m	t r a n sf o r m e d	 p h a s e	 d u r ati o n s.		
T h e	 p a r a m et e r s	i n	t h e	 C A M 	a r e	 s h o w n 	(T a bl e	 5 -2 ).	
T a bl e	 5 -2 	S u m m a r y	 of	t h e	 p a r a m et e r s	i n	 C A M 	
P a r a m e t e r  A n n o t a ti o n  V al u e a n d 
U ni t  
! !  P a r a m et e r µ  of t h e l o g -n o r m all y di st ri b ut e d G 1 p h a s e 
d u r ati o n   
6. 1 6 4 6 mi n  
! !  P a r a m et e r σ  of t h e l o g -n o r m all y di st ri b ut e d G 1 p h a s e 
d u r ati o n   
0. 2 2 1 8 mi n  
! !  P a r a m et e r µ  of t h e l o g -n o r m all y di st ri b ut e d S / G 2 / M p h a s e 
d u r ati o n   
6. 6 6 8 1 mi n  
! !  P a r a m et e r σ  of t h e l o g -n o r m all y di st ri b ut e d S / G 2 / M p h a s e 
d u r ati o n  
0. 1 5 0 5 mi n  
! ′!  P a r a m et e r µ  of t h e l o g -n o r m all y di st ri b ut e d t e m p o r a r y 
a r r e st e d  G 1 p h a s e d u r ati o n  
7. 3 6 7 3 mi n  
! ′!  P a r a m et e r σ  of t h e l o g -n o r m all y di st ri b ut e d t e m p o r a r y 
a r r e st e d  G 1 p h a s e d u r ati o n  
0. 2 1 2 3 mi n  
! "  T h e p r o b a bilit y of T e m p A r r e st w h e n sti m ul at e d at G 1 p h a s e  - 
! " 	 T h e p r o b a bilit y of P e r m A r r e st w h e n sti m ul at e d at G 1 p h a s e  - 
! " 	 T h e p r o b a bilit y of T e m p A r r e st w h e n sti m ul at e d at S / G 2 / M 
p h a s e  
- 
! " 	 T h e p r o b a bilit y of P e r m A r r e st w h e n sti m ul at e d at S / G 2 / M 
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T h e 	 v al u e s	 of	 t h e	 f o u r	 A P	 p a r a m et e r s	  w e r e	 e x p e ri m e nt all y	 o bt ai n e d	 b y	
c al c ul ati n g	 t h e	 p e r c e nt a g e s	 of	 c ell s	 i n	 diff e r e nt	 g r o u p s	 u p o n	 sti m ul ati o n	 ( Fi g u r e	
4 .4 ).	 T h e	 v al u e s	 of	 f o u r	 A P	 p a r a m et e r s	  w e r e	 s et	 a c c o r di n g	 t o	 t h e	 d o s e	 of	 li g a n d	
(T a bl e	 5 -3 ).	
T a bl e	 5 -3 	T h e	 v al u e s	 of	 f o u r	A P	 p a r a m et e r s	i n	 C A M 	
                D o s e o f  
                      T G F β ( p M )  
P a r a m e t e r s  
0  1 0  5 0  1 0 0  
! "  0  0. 2 8  0. 2 8 9 5  0. 2 2 5  
! "  0  0. 0 4  0. 1 0 5 3  0. 3  
! "  0  0. 2 9 7 6  0. 4 2 3 1  0. 4 5 7 1  
! "  0  0. 0 1 1 9  0. 0 0 9 6  0. 1 2 8 6  
	
5. 1. 6	  M o d el	 v ali d ati o n 	
T o	 t e st	 if	 t h e	  m o d el	 c o ul d	 r e p r o d u c e	 t h e	 d at a 	a n d	 d e s c ri b e	 t h e	 b e h a vi o r s	 of	
c ell s	 u p o n	 T G F β 	sti m ul ati o n ,	 w e	si m ul at e d	 c ell	 r e s p o n s e s 	u p o n	 0,	 1 0,	 5 0	 o r 	1 0 0 p M	
t r e at m e nt	(Fi g u r e	 5 .7 	a n d	 Fi g u r e	 5 .8 ).	C o m p a r e d 	wit h	 e x p e ri m e nt al	 d at a	 of	 si n gl e	
c ell	 a n al y si s	 ( Fi g u r e	 4 .1 	a n d	 Fi g u r e	 4 .2 ),	 t h e	 si m ul ati o n 	d at a	 c o ul d 	r e p r o d u c e 	t h e	
b e h a vi o r s	 of	 c ell s	 u p o n	 T G F β 	sti m ul ati o n .		
At	 t h e	 p o p ul ati o n	 l e v el,	  w e	 n e xt	 a n al y z e d	 t h e	 f r a cti o n s	 of	 c ell s	 i n	  G 1	 p h a s e	
u p o n	 T G F β 	 sti m ul ati o n	 o v e r	 ti m e	 i n	 sili c o,	 a n d	 t h e n	 c o m p a r e d	 t h e	  m o d el	
si m ul ati o n 	d at a 	wit h	 t h e	e x p e ri m e nt al	 r e s ult s .	 T h e	d y n a mi c s	 w e r e	 si mil a r	 f o r	 e a c h	
d o s e	 (Fi g u r e	 5 .9 ).	
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Fi g u r e	 5 .7  Si m ul ati o n s	 of	t h e	 c ell	 c y cl e	 p h a s e	 d u r ati o n s .		B e e s w a r m	 pl ot s	 of	t h e	 c ell	 c y cl e	 p h a s e	
d u r ati o n s	 u p o n	 0,	 1 0,	 5 0	 o r	 1 0 0 p M	  T G F β 1	 t r e at m e nt 	 i n	 sili c o.	T h e	 c ell s	  w e r e	 di vi d e d	 i nt o	 t w o	
g r o u p s:	 sti m ul at e d	 at	 G 1	 p h a s e	 ( Mi d dl e	 p a n el)	 a n d	 sti m ul at e d	 at	 S / G 2 / M	 p h a s e	 ( Ri g ht	 p a n el).	 T h e	
G 1	 a n d	 S / G 2 / M	 d u r at i o n	 of	 t h e	 c ell	 c y cl e	 u p o n	  T G F β	 t r e at m e nt,	 a n d	 t h e	  G 1	 d u r ati o n	 i n	 t h e	
f oll o wi n g	 c ell	 c y cl e	( 2 n d	 G 1)	 w e r e	 s h o w n	 s e p a r at el y.	










All C ell s
\\ \\






C ell s Sti m ul at e d at G 1
\\ \\






C ell s Sti m ul at e d at S/ G 2/ M
\\ \\










All C ell s
\\ \\






C ell s Sti m ul at e d at G 1
\\ \\






C ell s Sti m ul at e d at S/ G 2/ M
\\ \\










All C ell s
\\ \\






C ell s Sti m ul at e d at G 1
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C ell s Sti m ul at e d at S/ G 2/ M
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All C ell s
\\ \\






C ell s Sti m ul at e d at G 1
\\ \\






C ell s Sti m ul at e d at S/ G 2/ M
\\ \\
0 p M
1 0 p M
5 0 p M
1 0 0 p M
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Fi g u r e	 5 .8 	Si m ul ati o n s	 of	 s i n gl e	 c ell	 t r aj e ct o ri e s.		( A ) -( D )	 I n	sili c o,	a s y n c h r o n o u sl y	 c y cli n g	 c ell s	
w e r e	t r e at e d	 wit h	 0,	 1 0,	 5 0	 o r	 1 0 0 p M	 T G F β 1	f o r	 3 h.	 T h e	ti m e	 of	 a d di n g	 T G F β	 w a s	 a rtifi ci all y 	s et	 a s	
z e r o.	  T h e	 d u r ati o n	 of	 T G F β	 t r e at m e nt	  w a s	 s h o w n	 ( Wit hi n	 d a s h	 li n e s).	  E a c h	 r o w	 r e p r e s e nt s	 t h e	
t r aj e ct o r y	 of	 a n	i n di vi d u al	 c ell.	 Y ell o w	 c ol o r	 i n di c at e s	t h e	 c ell	 w a s	i n	 G 1	 p h a s e	 a n d	t h e	 g r e e n	 c ol o r	
i n di c at e s	t h e	 c ell	 w a s	i n	 S / G 2 / M	 p h a s e.	 C ell s	 w e r e	 s o rt e d	 b y	t h e	ti m e	 of	 bi rt h.	
N ot a bl y,	 i n	 t h e	 e x p e ri m e nt s,	 w e	 o b s e r v e d	 t h at	 t h e	 u nt r e at e d	 c ell s 	 w a s	 n ot	
al w a y s	 st a yi n g	 at 	 st e a d y	 st at e .	  T hi s	  mi g ht	 b e	 d u e	 t o	 s e v e r al	 i nt e rf e r e n c e s,	e. g., 	
m e di u m	 c h a n g e .	H o w e v e r,	i n	 t h e	 m o d el,	 t h e	 u nt r e at e d	 c ell s	 a r e	 al w a y s	 st a yi n g	 at	
t h e	 st e a d y	 st at e.	 T o	 c o m p a r e	 m o d el	 si m ul ati o n	 wit h 	e x p e ri m e nt al	 d at a,	 w e	 s c al e d	
t h e	 c o nt r ol	 d at a	 of	t h e	 e x p e ri m e nt s	t o	t h e	 st e a d y	 st at e	 of	t h e	 m o d el	 a n d	 ot h e r	 d at a	
(T G F β 	t r e at e d	 c ell s)	w e r e	 s c al e d	 a c c o r di n gl y 	(D et ail s	 s e e	 C h a pt e r	 9 :	9. 3	 ).		
	
Fi g u r e	 5 .9 	 Si m ul ati o n	 of	 t h e	  d y n a mi c s	 of	 G 1	 c ell s 	
f r a cti o n	 u p o n 	 0,	  1 0,	  5 0	 o r	  1 0 0 p M 	 d o s e	 of 	 T G F β	
sti m ul ati o n	 o v e r	 ti m e .	 	 A s y n c h r o n o u sl y	 c y cli n g	 c ell s	
w e r e	 t r e at e d	 wit h	 0,	 1 0,	 5 0	 o r	 1 0 0 p M	 T G F β 1	f o r	 3 h.	 T h e	
f r a cti o n s	 of	 c ell s	 i n	  G 1	 p h a s e	 o v e r	 ti m e	  w e r e	 r e c o r d e d.	
M o d el	 si m ul ati o n	 ( s oli d	 li n e s )	 a n d	 e x p e ri m e nt al	 d at a	
( d a s h	 li n e s )	 a n d	  w e r e	 s h o w n. 	 T h e	 e x p e ri m e nt al 	 d at a 	
w e r e	 s c al e d	 a c c o r di n gl y 	( D et ail s	 s e e	 C h a pt e r	 9 :	9. 3	 ).	T h e	
e x p e ri m e nt s	  w e r e	 r e p e at e d 	 i n d e p e n d e ntl y	 at	 l e a st	 3 	
ti m e s.	  T h e	 e x p e ri m e nt al	 d at a	  w e r e 	 o bt ai n e d	 b y	
c al c ul ati n g 	 t h e	 a v e r a g e	 v al u e s	 f r o m	 3 	 t o	 7 	 r e pli c at e s.	
E r r o r	 b a r s:	 st a n d	 e r r o r	 of	t h e	 m e a n. 	
A	 B	
C	 D	
0 1 0 2 0 3 0 4 0




















1 0 p M
5 0 p M
1 0 0 p M
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T h u s,	 t h e	 C A M	 c o ul d	 r e p r e s e nt	 t h e	 c h a r a ct e r i sti cs	 of	 c ell s	 i n	 e x p e ri m e nt s	 at	
b ot h	 p o p ul ati o n	 a n d	 si n gl e	 c ell	 l e v el.	  W e	 c o ul d	 u s e	 C A M	 t o	 d o	 si m ul ati o n	 a n d	
p r e di cti o n. 	
5. 2	  M o d eli n g	 of	 d o u bl e	 T G F β 	sti m ul ati o n s 	
T h e r e	 i s	 al w a y s	 a	 p o rti o n	 of	 c ell s	 e s c a pi n g	 f r o m	 t h e	 T G F β 	g r o wt h	 i n hi bit o r y	
r e g ul ati o n	 ( u n aff e ct e d	 c ell s)	 u p o n	 o n e	 p ul s e 	of	 sti m ul ati o n.	 W e	 w o ul d	 e x p e ct 	t h at	
m ulti pl e	 sti m ul ati o n s	 c o ul d	 a r r e st	  m o r e	 c ell s	 t h a n	 si n gl e	 sti m ul ati o n.	  A s	
e x p e ri m e nt al	 si n gl e	 c ell s	 a n al y si s	  w a s	 ti m e -c o n s u mi n g,	  w e	 d e ci d e d	 t o	 t e st	 o u r	
h y p ot h e si s	 b y	 si m ul ati n g 	 si n gl e	 c ell	 c y cl e	 t r aj e ct o ri e s 	 u p o n	 T G F β 	 t r e at m e nt s	 i n	
C A M	 a n d	 c al c ul at e	t h e	f r a cti o n 	of	 c ell s	i n	 G 1	 p h a s e	 o v e r	ti m e.	 Aft e r	t h at,	 w e	 c o ul d	
c o m p a r e	t h e	 m o d el	 p r e di cti o n s	 wit h	 e x p e ri m e nt al	 d at a	 at	 t h e	p o p ul ati o n	l e v el. 	
Aft e r	 1 st 	 T G F β 	 sti m ul at i o n,	 t h e r e	 a r e	 t h r e e	 st at e s	 of	 c ell s	 i n	  G 1	 o r	 S / G 2 / M	
p h a s e:	 u n aff e ct e d,	 T e m p A r r e st 	 a n d	 P e r m A r r e st .	 T h e	 a s s u m pti o n	 of	 c ell 	 c y cl e 	
a r r e st	i n d u c e d	 b y	 2 n d 	T G F β 	sti m ul ati o n	 w a s	 s h o w n	( Fi g u r e	 5 .1 0 	a n d	 Fi g u r e	 5 .1 1 ).	
	
Fi g u r e	 5 .1 0 	S c h e m ati c	 s h o wi n g	 t h e 	a s s u m pti o n	 of	 c ell	 c y cl e	 a r r e st	i n	 r e s p o n s e	 t o	 t h e	 s e c o n d	
T G F β 	sti m ul ati o n 	i n	 G 1	 p h a s e	i n	 t h e	 C A M.	T h e r e	 a r e 	t h r e e	g r o u p s	 of	 G 1	 c ell s	 aft e r	t h e	 1 st 	T G F β 	
sti m ul ati o n:	 u n aff e ct e d,	 T e m p A r r e st 	 a n d	 P e r m A r r e st .	 ( A )	 a n d	 ( B )	 F o r	 u n aff e ct e d	 c ell s	 a n d	
t e m p o r a r y	 a r r e st e d	 c ell s,	 t h e y	 h a v e	 t h e	 p r o b a biliti e s	 t o	 b e	 u n aff e ct e d,	 t e m p o r a r y	 a r r e st e d	 o r	
p e r m a n e nt	 a r r e st e d .	Aft e r	t h e	 2 n d 	sti m ul ati o n, 	fo r	 u n aff e ct e d	 c ell s,	t h e y	 k e e p	t h e	 s a m e	l e n gt h	 of	 G 1	
p h a s e 	a s	 b ef o r e 	t h e	2 n d 	sti m ul ati o n;	f o r	 t e m p o r a r y	 a r r e st e d	 c ell s,	 t h e y 	h a v e 	a	l o n g e r	 G 1	 p h a s e ;	f o r	
p e r m a n e nt	 a r r e st e d	 c ell s,	 t h e y	 st a y	i n	 G 1	 p h a s e.	 ( C)	 F o r	 t h e	 p e r m a n e nt	 a r r e st e d	 c ell s,	 t h e y	 st a y	i n	
G 1	 p h a s e. 	
… 	
U n a ff e ct e d	
T e m p or ar y	 arr est e d	
P er m a n e nt	 arr e st e d	
	 G 1	 S/ G 2/ M	
	 G 1	 S/ G 2/ M	
S/ G 2/ M	
	 G 1	
p 1	 	 G 1	
2 n d 	 T G F β	 s : m ul a : o n	
U n a ff e ct e d		
i n	t h e	 1st	 s : m ul a : o n	
U n a ff e ct e d	
T e m p or ar y	 arr e st e d	
P er m a n e nt	 arr est e d	
S/ G 2/ M	
	 G 1	
p 1	 	 G 1	
2 n d 	 T G F β	 s : m ul a : o n	
T e m p or ar y	 arr est e d	
	i n	t h e	 1st	 s : m ul a : o n	
S/ G 2/ M	G 1	
S/ G 2/ M		 G 1	
… 	
	 G 1	
2 n d 	 T G F β	 s : m ul a : o n	
P er m a n e nt	 arr est e d	
	i n	t h e	 1st	 s : m ul a : o n	
P er m a n e nt	 arr e st e d	
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Fi g u r e	 5 .1 1 	S c h e m ati c	 s h o wi n g	 t h e	 a s s u m pti o n	 of	 c ell	 c y cl e	 a r r e st	i n	 r e s p o n s e	 t o	 t h e	 s e c o n d	
T G F β 	sti m ul ati o n	i n	 S / G 2 / M	 p h a s e	i n	 t h e	 C A M.	 T h e r e	 a r e 	t h r e e	g r o u p s	 of	 c ell s	 aft e r	t h e	 1 st 	T G F β 	
sti m ul ati o n:	 u n aff e ct e d,	 T e m p A r r e st	 a n d	 P e r m A r r e st	 i n	t h e	 2n d 	G 1	 p h a s e	 aft e r	 c ell	 di vi si o n.	 ( A )	 a n d	
( B )	 F o r	 u n aff e ct e d	 c ell s	 a n d	 t e m p o r a r y	 a r r e st e d	 c ell s,	 t h e y	 h a v e	 p r o b a biliti e s	 t o	 b e	 u n aff e ct e d,	
t e m p o r a r y	 a r r e st e d	 o r	 p e r m a n e nt	 a r r e st e d	aft e r	 2 n d 	sti m ul ati o n .	Aft e r	 t h e	 2 n d 	sti m ul ati o n,	f o r 	t h e	
u n aff e ct e d	 c ell s,	 t h e y	 k e e p	 t h e	 s a m e	 l e n gt h	 of	 2 n d 	 G 1	 p h a s e	 a s	 b ef o r e	 t h e	 2n d 	 sti m ul ati o n;	 f o r 	
t e m p o r a r y	 a r r e st e d	 c ell s,	 t h e y	 e m pl o y	 a	 l o n g e r	 2 n d 	 G 1	 p h a s e	 t h a n	 it 	 b ef o r e	 sti m ul ati o n;	 f o r	
p e r m a n e nt	 a r r e st e d	 c ell s,	t h e y	 st a y	i n	 2 n d 	G 1	 p h a s e.	 ( C)	 F o r	t h e	 p e r m a n e nt	 a r r e st e d	 c ell s,	t h e y	 st a y	
i n	 2n d 	G 1	 p h a s e. 	
W e	 a s s u m e d	 t h at	 t h e	 c ell s	 h a v e 	 t h e	 s a m e	 p r o b abiliti e s	 t o	 b e	 aff e ct e d	 i n	
r e s p o n s e	 t o	 e v e r y	 p ul s e	 of	 T G F β 	sti m ul ati o n s.	 F o r	 t h e	 t e m p o r a ril y	 a r r e st e d	 c ell s,	
t h e	 G 1	d u r ati o n s	  w e r e 	f u rt h e r	el o n g at e d	 if	 t h e	 c ell s	  w e r e	 t e m p o r a r y	 a r r e st e d	 b y	
a n ot h e r	 r o u n d	 of	 T G F β 	sti m ul ati o n. 	
U n d e r	 t hi s	 a s s u m pti o n,	 w e	 si m ul a t e d	 t h e	 c ell s	 u p o n	 d o u bl e	 sti m ul ati o n s	of	 0,	
1 0,	 5 0	 o r	 1 0 0 p M	 T G F β 	(I n	 t h e	 p att e r n:	 3 h	 o n ,	3 h	 off ,	3 h	 o n ,	off).	 C o m p a r e d	 wit h	
t h e	 r e s ult	 of	 si n gl e	 s ti m ul ati o n,	 t h e	  m a xi m u m s	 of	 t h e	 f r a cti o n	 of	  G 1	 c ell s	  w e r e	
l a r g e r	u p o n	 d o u bl e	 sti m ul ati o n s	 (Fi g u r e	 5 .1 2 ).	
1 st	 G 1	 S/ G 2/ M	 2 n d 		 G 1	
U n a ff e ct e d	
T e m p or ar y	 arr est e d	
P er m a n e nt	 arr est e d	
1 st	 G 1	 S/ G 2/ M	
S/ G 2/ M	
p 3	2 n d 		 G 1	
2 n d 		 G 1	
S/ G 2/ M	 2 n d 		 G 1	
S/ G 2/ M	 2 n d 		 G 1	 … 	
U n a ff e ct e d		
i n	t h e	 1st	 s ; m ul a ; o n	
2 n d 	 T G F β	 s ; m ul a ; o n	
U n a ff e ct e d	
T e m p or ar y	 arr est e d	
P er m a n e nt	 arr est e d	
S/ G 2/ M	
p 3	
2 n d 		 G 1	
S/ G 2/ M	 2 n d 		 G 1	
S/ G 2/ M	 2 n d 		 G 1	 … 	
T e m p or ar y	 arr est e d		
i n	t h e	 1st	 s ; m ul a ; o n	
2 n d 	 T G F β	 s ; m ul a ; o n	
1 st	 G 1	 S/ G 2/ M	 2 n d 		 G 1	
P er m a n e nt	 arr est e d		
i n	t h e	 1st	 s ; m ul a ; o n	
2 n d 	 T G F β	 s ; m ul a ; o n	




P er m a n e nt	 arr est e d	
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Fi g u r e	 5 .1 2 	M o d eli n g	 of	 t h e	 G 1	 a r r e st	i n d u c e d	 b y	 si n gl e / d o u bl e	 T G F β 	sti m ul ati o n s.	 I n	sili c o,	
t h e	 c ell s	  w e r e	 sti m ul at e d	 b y	 t h e	 i n di c at e d	 d o s e	 of	 T G F β .	T h e	 c ell s	  w e r e	 eit h e r	 t r e at e d	 b y	 si n gl e	
p ul s e	 ( at	 0 h)	 o r 	 d o u bl e	 p ul s e s	 ( at	 0 h	 a n d	 6 h)	 of	 T G F β 	 sti m ul ati o n.	 D a s h	 li n e s:	 Si n gl e	 p ul s e	 of	
sti m ul ati o n;	 S oli d	li n e s:	 D o u bl e	 p ul s e s	 of	 sti m ul ati o n.	 	
N e xt, 	w e	  w o ul d	 li k e	 t o	 t e st	 t h e	  m o d el	 p r e di cti o n s 	b y	 e x p e ri m e nt s.	 C ell	  w e r e	
t r e at e d	i n	 t h e	 s a m e	 p att e r n	 a s	i n	 t h e	 m o d eli n g:	 3 h	 o n,	 3 h	 off,	 3 h	 o n,	 off.	H o w e v e r,	
t h e	  m o d el	 si m ul ati o n s	 di d	 n ot	 fit	 t h e	 e x p e ri m e nt al	 d at a,	  w hi c h	 i m pli e d	 t h at	 t h e	
a s s u m pti o n	 of	 r e s p o n s e s	t o	 d o u bl e	 sti m ul ati o n s	 w a s	 n ot	 c o r r e ct	( Fi g u r e	 5 .1 3 ).	
	
Fi g u r e	 5 .1 3 	 C o m p a ri s o n	  b et w e e n	 e x p e ri m e nt al	  d at a	 a n d	 m o d eli n g	  p r e di cti o n.	 I n	
e x p e ri m e nt s 	 a n d	 i n	 sili c o ,	 th e	 c ell s	  w e r e	 sti m ul at e d	 t wi c e	 b y	 t h e	 i n di c at e d	 d o s e s 	 of	  T G F β	 ( 3 h	
sti m ul ati o n s 	 at	 0 h 	 a n d	 6 h).	 S oli d	 li n e s:	  m o d el	 si m ul ati o n s. 	 D a s h	 li n e s:	 e x p e ri m e nt al	 d at a. 	 T h e	
e x p e ri m e nt al 	d at a 	w e r e	 s c al e d	 a c c o r di n gl y 	( D et ail s	 s e e	 C h a pt e r	 9 :	9. 3	 ).	
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H e r e	  w e	 h a v e	 a	 f e w	 a s s u m pti o n s.	 F o r	 t h e	 c ell s	 t r e at e d	 i n	  G 1	 p h a s e,	 t h e	
i n s e n siti v e	 du r ati o n	l a st s	f r o m	t h e	ti m e	 of 	sti m ul ati o n	t o	t h e	 e n d	 of	 M	 p h a s e	i n	t hi s	
c ell	 c y cl e	 ( Fi g u r e	 5 .1 4 A ).	 F o r	 t h e	 c ell s	 t r e at e d	i n	 S / G 2 / M	 p h a s e,	 a s	 t h e y	will	 b e	
aff e ct e d	 i n	 t h e	 n e xt	  G 1	 p h a s e	 i n	 t h e	 f oll o wi n g	 c ell	 c y cl e,	 t h e	 i n s e n siti v e	 d u r ati o n	
l a st s	 f r o m	 t h e	 ti m e	 of	 sti m ul ati o n	 t o	 t h e	 e n d	 of	  M	 p h a s e	 i n	 t h e	 n e xt	 c ell	 c y cl e	
(Fi g u r e	 5 .1 4 B).	 W h e n	 t h e	 c ell s 	 a r e 	 i n	 t h e	 r ef r a ct o r y	 st at e,	 t h ei r	 c ell	 c y cl e	
p r o g r e s si o n s	 a r e	 n ot	 aff e ct e d	 b y	 T G F β 	sti m ul ati o n s	 d u ri n g	 t hi s	 p e ri o d.	  O n c e	 t h e	
c ell s	 a r e	 n ot	 i n	 t h e	 r ef r a ct o r y	 st at e ,	 t h e y	 r e sp o n d	 a n d	 a r e	 a r r e st e d 	 b y	 T G F β 	
sti m ul ati o n	( Fi g u r e	 5 .1 4 C). 	
N e xt,	  w e	  w o ul d	 li k e	 t o	 t e st	 o u r	 h y p ot h e s e s	 b y	  m o d eli n g	 c ell	 c y cl e	 b e h a vi o r s	
u p o n	 d o u bl e	 sti m ul ati o n s	 of	 T G F β 	u n d e r	 e a c h	 h y p ot h e si s: 	
H y p ot h e si s	 1:	t h e	 c ell s	 h a v e	t h e	 s a m e	 p r o b a biliti e s	t o	 b e	 aff e ct e d	i n	 r e s p o n s e	t o	
e v e r y	 p ul s e	 of	 T G F β 	sti m ul ati o n s	( C h a pt e r	 5 :5. 2	 ,	Fi g u r e	 5 .1 0 	a n d	 Fi g u r e	 5 .1 1 ).	
H y p ot h e si s	 2:	 t h e	 c ell s	 a r e	 i n	 t h e	 r ef r a ct o r y	 st at e	 aft e r	 t h e	 T G F β 	sti m ul ati o n	
(Fi g u r e	 5 .1 4 ).	
C o n si d e ri n g	 t h e	 c ell ul a r	 r e s p o n s e s	 t o 	T G F β 	a r e	 d o s e -d e p e n d e nt,	 w e	 si m ul at e d	
t w o	 diff e r e nt	 p att e r n s	 of	 sti m ul ati o n s:	 d o u bl e	 sti m ul ati o n s 	 a n d	 st e p -u p	
sti m ul ati o n s	( Fi g u r e	 5 .1 5 ,	T a bl e	 5 -4 ).	
	
Fi g u r e	 5 .1 5 	 S c h e m ati c	 s h o wi n g	 t h e	  p att e r n s	 of	  d o u bl e	 sti m ul ati o n s	 a n d	 st e p -u p	
sti m ul ati o n s. 		D o u bl e	 sti m ul ati o n s:	t h e	 d o s e s	 of	 T G F β 	a r e	t h e	 s a m e	f o r 	t h e	 1st 	a n d	 2 n d 	t r e at m e nt s.	
St e p -u p 	sti m ul ati o n s:	t h e	 T G F β 	d o s e	i n 	t h e	 2n d 	t r e at m e nt	i s	 hi g h e r	t h a n	it	i n	t h e	 1st 	t r e at m e nt.	
T a bl e	 5 -4 	M o d el s	 wit h	 diff e r e nt	 a s s u m pti o n s 	
 H y p o t h e si s 1  
( N o r e f r a c t o r y s t a t e )  
H y p o t h e si s 2  
( R e f r a c t o r y s t a t e )  
D o u bl e s ti m ul a ti o n s  M o d el 1  M o d el 2  
S t e p - u p s ti m ul a ti o n s  M o d el 3  M o d el 4  
D o u bl e	 s ) m ul a ) o n s	 St e p- u p	s ) m ul a ) o ns	
A	 B	
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5. 3. 1	  	M o d eli n g	 c ell	 c y cl e	 arr e st	i n d u c e d	 b y 	d o u bl e 	sti m ul ati o n s	 of	 T G F β 	
I n	t hi s	 s e cti o n,	 w e	i n v e sti g at e d	t h e	r e s p o n s e s 	of	 c ell s 	u p o n	 d o u bl e	 sti m ul ati o n s	
of	 5 0 p M	 T G F β .		
M o d el	 si m ul ati o n	 a n d	 e x p e ri m e nt al	 d at a	 s h o w	 t h at ,	 aft e r	 si n gl e	 p ul s e	
t r e at m e nt	 of	 5 0 p M	 T G F β ,	t h e	 f r a cti o n	 of	 c ell s	 i n	  G 1	 p h a s e	 r e a c h e s	 t h e	  m a xi m u m	
a r o u n d	 2 3 h	 aft e r	 o n e	 p ul s e 	of	 T G F β 	sti m ul ati o n 	(Fi g u r e	 5 .1 6 A) .	If	 h y p ot h e si s	 1 	i s	
t r u e,	t hi s	i s	t h e	 b e st	ti m e	f o r	t h e	2 n d 	T G F β 	sti m ul ati o n	t o	 a r r e st	 a	 l a r g er 	n u m b e r	 of	
c ell s	i n	 t h e	 p o p ul ati o n .	If	 hy p ot h e si s	 2 	i s	 t r u e,	m o r e	 t h a n	 h alf	 of	 t h e 	c ell s 	( a r o u n d	
6 4. 3 %) 	a r e 	i n	t h e	 r ef r a ct o r y	 st at e	at	t hi s	ti m e 	a n d	t h e y 	will 	n ot 	b e 	aff e ct e d	 b y	 t h e	
2 n d 	T G F β 	sti m ul ati o n.	 T h e r e	 s h o ul d	 b e 	o b s e r v a bl e 	diff e r e n c e s	 b et w e e n 	si m ul ati o n	
r e s ult s	 b a s e	 o n	t h e	 t w o	 hy p ot h e s e s .	T h u s,	t h e	ti m e	 p oi nt	 of	 2 n d 	sti m ul ati o n	 w a s	 s et	
t o	2 3 h 	aft e r	 1 st 	sti m ul ati o n	f o r	 b ot h	 m o d el	 si m ul ati o n s	 ( M o d el	 1 	a n d	 M o d el	 2)	 a n d	
e x p e ri m e nt s	 (Fi g u r e	 5 .1 6 B ).	 D at a	 u p o n	 a	 si n gl e	 sti m ul ati o n	 ( wit h	 5 0 p M	 T G F β )	
w a s	 u s e d	f o r	 c o m p a ri s o n s. 	
	
Fi g u r e	 5 .1 6 	Si m ul ati o n s	 of 	c ell -c y cl e	 a r r e st	i n d u c e d	 b y	 si n gl e / d o u bl e	 T G F β 	sti m ul ati o n s.	 ( A )	
a n d 	 ( B )	 L eft:	  m o d eli n g	 b a s e d	 o n	 t h e	 h y p ot h e si s	 t h at	 t h e	 c ell s	 h a d	 t h e	 s a m e	 p r o b a biliti e s	 t o	 b e	
aff e ct e d	i n	 r e s p o n s e	t o	 e v e r y	 p ul s e	 of	 T G F β 	sti m ul ati o n s.	 Ri g ht:	 m o d eli n g	 b a s e d	 o n	t h e	 h y p ot h e si s	
t h at	t h e	 c ell s	 a r e	i n	 a	 r ef r a ct o r y	 st at e 	aft e r	t h e	 T G F β 	sti m ul ati o n. 	( A )	 C ell s	 w e r e	 sti m ul at e d	 b y	 o n e	
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p ul s e	 of 	5 0 p M	 T G F β 	at	 0 h. 	T h e	 p ul s e	l a st s	 3 h. 	( B )	 C ell s	 w e r e	 d o u bl e -sti m ul at e d	 b y	 p ul s e s	 of 	5 0 p M	
T G F β 	at	 0 h	 a n d	 2 3 h.	 E a c h	 p ul s e	l a st s	 3 h.	 Bl a c k	 a r r o w	 wit h	 a	 g r e y	li n e:	 t h e	 ti mi n g 	of	 sti m ul ati o n s. 	
S oli d	 li n e:	  m o d el	 si m ul ati o n. 	 D a s h	 li n e:	 e x p e ri m e nt al	 d at a.	 T h e	 e x p e ri m e nt al 	 d at a 	 w e r e	 s c al e d	
a c c o r di n gl y 	( D et ail s	 s e e	 C h a pt e r	 9 :	9. 3	 ).	T h e	 d at a	 w a s	 o bt ai n e d	 b y	 c al c ul ati n g	 t h e	 a v e r a g e	 v a l u e s	
of	 e x p e ri m e nt al	 d at a	f r o m	t h r e e 	r e pli c at e s.	 E r r o r	 b a r s:	 st a n d a r d	 d e vi ati o n. 	
C o m p a r e d	 wit h 	t h e	 m o d el	p r e di cti o n s	 b a s e d	 o n	 h y p ot h e si s	 1 ,	t h e	 e x p e ri m e nt al	
d at a	 s h o w e d	 t h at	 t h e	f r a cti o n	 of	 c ell s	i n	 G 1	 p h a s e	 w a s	 n ot	 m ai nt ai n e d	 b y	 s e c o n d	
sti m ul ati o n ,	 s u g g e sti n g	 t h at	 h y p ot h e si s	 1	is	i n c o r r e ct.	 M o d el	 p r e di cti o n	 b a s e d	 o n	
h y p ot h e si s	 2	  w a s	 si mil a r	 t o	 t h e	 e x p e ri m e nt al	 d at a,	 s u g g e sti n g	 t h e	 e xi st e n c e 	of	 a	
r ef r a ct o r y	 b e h a vi o r. 	
5. 3. 2	  M o d eli n g	 c ell	 c y cl e	 arr e st	i n d u c e d	 b y 	st e p -u p 	sti m ul ati o n s	 of	 T G F β 		
W e	 d e m o n st r at e d	t h at	 c ell s	t r e at e d	 b y	 5 0 p M	 T G F β 	di d 	n ot	 r e s p o n d	t o	t h e	 s a m e	
d o s e	 of	 T G F β .	 W e	 w o n d e r e d	if	t h e	 c ell s	w o ul d	 r e s p o n d	t o	 hi g h	 d o s e	 of	 T G F β 	w h e n	
t h e y	 w e r e	 p r et r e at e d	 wit h	 a	l o w e r	 d o s e	 of	 T G F β .	T h u s,	 m o d el	 si m ul ati o n s 	(M o d el	
3	 a n d	 M o d el	 4 )	 a n d	 e x p e ri m e nt s	 w e r e	 c o n d u ct e d,	i n	 w hi c h	 c ell s	 w e r e	 sti m ul at e d	
wit h	 1 0 p M	 T G F β 	at	 0 h	 a n d 	wit h 	1 0 0 p M	 T G F β 	at	 2 3 h 	(Fi g u r e	 5 .1 7 ).	E a c h	 p ul s e	
l a st e d	f o r	 3 h.	
	
Fi g u r e	 5 .1 7 	Si m ul ati o n s	 of	 c ell s	 sti m ul at e d	 wit h	 a	 l o w	 d o s e	 of	T G F β 	fi r stl y,	 a n d	 t h e n	 t r e at e d	
wit h	 a	 hi g h	  d o s e	 of	 T G F β .		C ell s	 w e r e	 sti m ul at e d	 b y	 o n e	 p ul s e	 of 	1 0 p M	 T G F β 	at	 0 h	 a n d	 a n ot h e r	
p ul s e	 of 	1 0 0 p M	 T G F β 	at	 2 3 h.	 E a c h	 p ul s e	l a st e d	f o r 	3 h.	 ( A ) 	M o d el 3:	 m o d el	 si m ul ati o n 	b a s e d	 o n	t h e	
h y p ot h e si s	 t h at	 t h e	 c ell s	 h a d	 t h e	 s a m e	 p r o b a biliti e s	 t o	 b e	 aff e ct e d	 i n	 r e s p o n s e	 t o	 e v e r y	 p ul s e	 of	
T G F β 	sti m ul ati o n s.	 ( B ) 	M o d el 4:	 m o d eli n g	 b a s e d	 o n	t h e	 h y p ot h e si s	t h at	t h e	 c ell s	 a r e	i n	 a	 r ef r a ct o r y	
st at e	 aft e r	t h e	 T G F β 	sti m ul ati o n.	 Bl a c k	 a r r o w	 wit h	 a	 g r e y	li n e:	t h e	ti mi n g 	of	 sti m ul ati o n s.	 S oli d	li n e:	
m o d el	 si m ul ati o n. 	D a s h	 li n e:	 e x p e ri m e nt al	 d at a.	 T h e	 e x p e ri m e nt al 	d at a 	w e r e	 s c al e d	 a c c o r di n gl y 	
( D et ail s	 s e e	 C h a pt e r	 9 :	 9. 3	 ).	 T h e	 d at a	  w a s	 o bt ai n e d	 b y	 c al c ul ati n g	 t h e	 a v e r a g e	 v a l u e s	 of	
e x p e ri m e nt al	 d at a	f r o m	t h r e e 	r e p li c at e s.	 E r r o r	 b a r s:	 st a n d a r d	 d e vi ati o n.	
E x p e ri m e nt al	 d at a	 s h o w	 t h at 	t h e	 f r a cti o n	 of	 c ell s	 i n	  G 1	 p h a s e	 i n c r e a s e d	 a n d	
r e a c h e d	 t h e	  m a xi m u m	 at	 a r o u n d	 1 7 h	 aft e r	 1 0 p M	 T G F β 	 sti m ul ati o n;	 a	 2 n d 	 p e a k	
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a p p e a r e d	 aft e r	t h e	 2 n d 	sti m ul ati o n	 ( 1 0 0 p M 	T G F β )	 a n d	t h e	 p e a k	 w a s	 l o w e r	t h a n	t h e	
o n e	 i n d u c e d	 b y	 t h e	 1 st 	 T G F β 	 sti m ul ati o n 	 ( 1 0 p M).	 H o w e v e r, 	 i n	 t h e	  m o d el	
si m ul ati o n 	b a s e d	 o n	 h y p ot h e si s	 1 	( M o d el	 3),	 t h e	 2n d 	p e a k	 w a s	 m u c h	 hi g h e r	 t h a n	
t h e	 1st 	o n e.	 T hi s	 r e s ult	 s u g g e st e d	t h at	t h e	 h y p ot h e si s	 1	i s	 n ot	 c o r r e ct. 	
M o d el	 si m ul ati o n	 d at a 	 b a s e d	 o n	 h y p ot h e si s	 2 	 ( M o d el	 4)	 w a s 	 si mil a r	 t o	 t h e	
e x p e ri m e nt al	 d at a,	 s u g g e sti n g	 t h e	 h y p ot h e si s	 2	 i s	t r u e,	 a n d	l o w-d o s e	 t r e at e d	 c ell s	
w o ul d	 n ot	 r e s p o n d	t o	 t h e	2 n d 	p ul s e	 of	 hi g h -d o s e 	T G F β 	sti m ul ati o n .	
T a k e n	 t o g et h e r,	 M o d el	 2	 a n d	  M o d el	 4	 c o ul d	 r e p r o d u c e 	t h e	 c h a r a ct e ri sti c s	 of	
e x p e ri m e nt al	 d at a,	 s u p p o rti n g	 t h e	 h y p ot h e si s	 t h at	 t h e	 c ell s	 a r e	 i n	 t h e	 r ef r a ct o r y	
st at e	 aft e r	t h e	 T G F β 	sti m ul ati o n. 	
T a bl e	 5 -5 	M o d el	 si m ul ati o n s 	s u g g e st	t h e	 e xi st e n c e	 of	 a	 r ef r a ct o r y	 b e h a vi o r 	
 H y p o t h e si s 1  ( N o r e f r a c t o r y s t a t e )  
H y p o t h e si s 2  
( R e f r a c t o r y s t a t e )  
D o u bl e s ti m ul a ti o n s  M o d el 1  M o d el 2  
S t e p - u p  s ti m ul a ti o n s  M o d el 3  M o d el 4  
* : t h e m o d el c a n n ot r e p r e s e nt t h e c h a r a ct e ri sti c s of e x p e ri m e nt al d at a; : t h e m o d el 






           C h a p t er  6
P o p ul a ti o n  t o  S i n gl e  c ell  fr a m e w or k 
Alt h o u g h	 t h e r e	 a r e	 s o m e 	 s oft w a r e 	 a v ail a bl e	 f o r	 a ut o m ati c	 c ell	 t r a c ki n g	 a n d	
a n al y zi n g,	t h e	 a c c u r a c y	f o r	 c ell	t r a c ki n g	i n	l o n g -t e r m	li v e	 c ell	i m a gi n g	 o v e r	 s e v e r al	
g e n e r ati o n s	 i s	r el ati v el y 	l o w,	 e s p e ci all y	 f o r	 t h e	c ell s	 t h at 	t e n d	 t o	 g r o w	i n	 cl u m p s.	
M a n u al	 c o r r e cti o n	 i s	h el pf ul	 b ut	 ti m e -c o n s u mi n g.	 C o m p a r e d 	wit h 	si n gl e	 c ell	 d at a,	
i nf o r m ati o n	 f r o m	 t h e	 p o p ul ati o n	 p e r s p e cti v e	 i s	m u c h	 e a si e r	 t o	 a c hi e v e	 i n	  m o st	
e x p e ri m e nt s. 		
T h e r ef o r e,	  w e	 d e v el o p e d	 a	 P o p ul ati o n	 t o	 S i n gl e	 c ell	 f r a m e w o r k	 (P 2 S	
f r a m e w o r k)	 t o	 f a cilit at e	 i nf e r ri n g	 si n gl e	 c e ll	 i nf o r m ati o n	 b a s e d	 o n	 t h e	 e a sil y	
a c hi e v e d 	 p o p ul ati o n	 d at a .	 W e	 a p pli e d	 t h e	 P 2 S	 f r a m e w o r k	 t o	 o u r	 e x p e ri m e nt al	
d at a	 a n d	 o bt ai n e d	t h e	 c ell -c y cl e	 t r aj e ct o ri e s	 of	i n di vi d u al	 c ell s	effi ci e ntl y.	 	
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6. 1	  P o p ul ati o n	t o	 S i n gl e	 c ell	fr a m e w or k	(P 2 S	 fr a m e w or k)	
B y	 c o m p a ri n g	 t h e	 r e s ult s 	o f	 T G F β -i n d u c e d	G 1	 a r r e st	 at	 t h e	 p o p ul ati o n	 l e v el	
wit h	t h o s e 	at	t h e	 si n gl e	 c ell	l e v el,	 w e	f o u n d	t h at	 s o m e	i nt e r e sti n g	 p h e n o m e n a 	w e r e	
hi d d e n	 b e hi n d 	t h e	 a v e r a g e.	 F o r	 e x a m pl e,	 f o r	c ell s	 u p o n	 1 0 0 p M	  T G F β 	t r e at m e nt,	
w hi c h	i s	 a	 s at u r at e d	 d o s e	 a n d	 s u p p o s e d	 t o	 st r o n gl y	i n hi bit	 c ell	 c y cl e	 p r o g r e s si o n ,	
t h e	 f r a cti o n	 of	  G 1	 c ell s	 c o ul d	 r e a c h	 o v e r	 8 0 %	at	 t h e	 p o p ul ati o n	 l e v el .	H o w e v e r,	
a ft e r	 si n gl e	 c ell	li n e a g e	 t r a c ki n g,	 w e	f o u n d	 t h at	t h e r e	 w e r e	still	 a r o u n d	 4 0 %	 c ell s	
e s c a pi n g 	f r o m	t h e	 g r o wt h	i n hi biti o n	of	 T G F β .		
I n	 a sy n c h r o n o u sl y	 g r o wi n g	 p o p ul ati o n s,	 c ell s	 a r e 	 i n	 diff e r e nt	 st a g e s	 of	 c ell	
c y cl e	 p h a s e s .	  Thi s 	l e a d s	 t o	 v a ri e d	r e s p o n s e s	 t o	 t h e	 s a m e	 li g a n d	 t r e at m e nt.	  Th e	
h et e r o g e n eit y	 of	 c ell	 c y cl e	 d u r ati o n s	 al s o	 i nfl u e n c e s	t h e	 p o p ul ati o n	 b e h a vi o r.	 D u e	
t o	 t h o s e	 c o m pl e xiti e s,	it	i s	diffi c ult	 t o	 i nf e r	si n gl e	 c ell	 r e s p o n s e s	 f r o m	 p o p ul ati o n	
d at a.	 It	i s	 n e c e s s a r y	t o	 p e rf o r m	 si n gl e	 c ell	 a n al y si s.	
H o w e v e r,	 t o	 o bt ai n	 si n gl e	 c ell	 d at a,	 o n	 o n e	 h a n d,	 t h e r e	i s	 a	 hi g h	 r e q ui r e m e nt	 of	
t e c h ni q u e s	a n d	f a ciliti e s 	i n	 e x p e ri m e nt s	f o r	 si n gl e	 c ell	a n al y si s.	 F o r	 e x a m pl e, 	ti m e-
l a p s e	fl u o r e s c e n c e	 mi c r o s c o p y	i s	 r e q ui r e d	f o r	li v e-c ell	i m a gi n g	 a n d	 hi g h	 q u alit y 	i n	
e v e r y	 si n gl e	i m a g e	i s	 e s s e nti al.	 O n	 t h e	 ot h e r	 h a n d,	 a c c u r at e	 si n gl e	 c ell	 a n al y si s	i s	
n ot	 e a sil y	 a c hi e v e d	 wit h 	a ut o m ati c	 t r a c ki n g	 s oft w a r e	 a n d 	it	al w a y s	 n e e d s 	m a n u al	
c o r r e cti o n ,	 w hi c h	i s	ti m e	a n d	l a b o r	 c o n s u mi n g. 	
C o m p a r e d	 wit h	 si n gl e	 c ell	 d at a ,	p o p ul ati o n -l e v el	 d at a	is	 m u c h	 e a si e r	t o	 a c q ui r e 	
i n	  m o st	 e x p e ri m e nt s.	 F o r	 e x a m pl e,	 it	 i s	 v e r y	 c o n v e ni e nt	 t o	 a ut o m ati c all y	 c o u nt	
c ell s	i n	 G 1	 o r	 S / G 2 / M	 p h a s e	i n	 e a c h	i m a g e	 at	 e a c h	 ti m e	 p oi nt,	 a n d	 t h e	 r e s ult s	 a r e	
m o r e 	r eli a bl e	 a n d	 r o b u st .	 B e si d e s	i m a gi n g,	 w e	 ca n 	al s o	 g et	 si mil a r	 i nf o r m ati o n	 b y	
ot h e r	 m et h o d s	( e. g. 	F A C S ).		
T h e r ef o r e,	  w e	 d e ci d e d 	 t o	 t a k e	 t h e	 a d v a nt a g e	 of	 m at h e m ati c al 	 m o d eli n g	 a n d	
d e v el o p 	 a	 P o p ul at i o n	 t o	 S i n gl e	 c ell	 f r a m e w o r k	 (P 2 S	 f r a m e w o r k)	 t o	 f a cilit at e	
i nf e r ri n g	 si n gl e	 c ell	i nf o r mati o n	 b a s e d	 o n	t h e	 p o p ul ati o n	 d at a .	
6. 1. 1	  Fr a m e w or k 	w or kfl o w 	
T o	 e x pl o r e	 t h e	 c ell -c y cl e	 o ut c o m e s	i n	 r e s p o n s e	 t o	li g a n d	 t r e at m e nt,	 w e	 f o u n d	
t h at	 t h e	 k e y	 el e m e nt	 li n ki n g	 t h e	 si n gl e	 c ell	 a n d	 p o p ul ati o n	 s c al e s	 i s	 t h e	 A P	
p a r a m et e r s 	(T a bl e	 5 -1 ).	I n	 t hi s	 f r a m e w o r k,	 w e	m o difi e d 	t h e	P B M 	t o	 d e s c ri b e	 t h e	
c e ll-c y cl e 	 o ut c o m e s	 i n	 r e s p o n s e	 t o	 T G F β .	  B y	 fitti n g	 t h e	 p o p ul ati o n	 d at a	 of	  G 1	
f r a cti o n	 c h a n gi n g	 u p o n	 sti m ul ati o n,	t h e	f o u r	A P	 p a r a m et e r s	( aff e ct e d	 p e r c e nt a g e s )	
c o ul d	 b e	 e sti m at e d.	  Wit h	 t h e s e	 o bt ai n e d	 A P	 p a r a m et e r s,	 si n gl e	 c ell	 c y cl e	
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p r o b a biliti e s	 of	 t h e	 !– t h	 s u b-p h a s e	 i n	 S / G 2 / M. 	 B e c a u s e	 c ell s	 d o	 n ot	 a r r e st	 at	
S / G 2 / M	 p h a s e,	t h e	t r a n siti o n	 p r o b a bilit y	 ! ! → ! 	i s	t h e	 s a m e	 a s	i n	 u n aff e ct e d	 g r o u p.	
T h e	 e q u ati o n s	 i n	 P B M 	 i n c o r p o r ati n g	 T G F β -i n d u c e d	 c ell	 c y cl e	 a r r e st	 a r e	
s u m m a ri z e d	( T a bl e	 6 -1 ).		
T a bl e	 6 -1 	S u m m a r y	 of	t h e	 e q u ati o n s	i n	 P B M 	i n	 P 2 S	f r a m e w o r k	
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P e r m a n e n tl y a r r e s t e d c ell s  
d G !! "
dt = 0 	
	  











! 1 − ! ! → ! ! − M !
! " ∙ ! ! → ! !  
! " #  ! = 1  
M ! ! !! "
! 1 − ! ! → ! ! − 1 −
M !! "
! 1 − ! ! → ! ! − M !
! " ∙ ! ! → ! ! 	
! " #  ! = 2 ,… ,! 	
	
T o	i n c o r p o r at e	 t h e	 eff e ct	 of	 T G F β -i n d u c e d	all -o r -n o n e 	G 1	 a r r e st	i nt o	 t h e	 P B M 	
m o d el,	 a s	i n	 C A M	 (T a bl e	 5 -2 ),	w e	 e m pl o y e d 	t h e	f o u r	 A P	 p a r a m et e r s:	 p 1,	 p 2,	 p 3	 a n d	
p 4.	 U p o n	  T G F β	 sti m ul ati o n,	 c ell s	  w e r e	 c at e g o ri z e d	 i nt o	 ei g ht	 g r o u p s	 b y	 a p pl yi n g	
t h e	 f o u r	 A P	 p a r a m et e rs	 t o	 t h e	 n u m b e r	 of	 c ell s	 i n	 e a c h	 s u b-p h a s e s	 at	 st e a d y	 st at e	
(T a bl e	 6 -2 ).		
T a bl e	 6 -2 	I niti al	 c o n diti o n s	 of	 P B M	i n	 P 2 S	f r a m e w o r k	
V a ri a bl e  S ti m ul a t e d @ p h a s e  A r r e s t s t a t e  I ni ti al C o n di ti o n s  
! ! -	 u n aff e ct e d 	 G !! " # $ % &  ∙ 1 − p 1 − p 2 	
! !!  
G 1 	 T e m p A r r e st 	 G !! " # $ % &  ∙ p 1 	
S / G 2 / M  T e m p A r r e st 	 0 	
! !! "  
G 1  P e r m A r r e st  G !! " # $ % &  ∙ p 2  
S / G 2 / M  P e r m A r r e st  0  
! ! -	 u n aff e ct e d 	 M !! " # $ % &  ∙ 1 − p 3 − p 4 	
! !! 	 S / G 2 / M 	 T e m p A r r e st 	 M !! " # $ % &  ∙ p 3 	
! !! " 	 S / G 2 / M  P e r m A r r e st  M !! " # $ % &  ∙ p 4  
	
T h e	 v al u e s	 of	 p a r a m et e r s	 u s e d	 i n	 P B M	  w e r e	 s et	 b a s e d	 o n	 e x p e ri m e nt al	 d at a 	
(T a bl e	 6 -3 ).	 T h e	 v al u e s	 of	p a r a m et e r s	 1 -1 2	 a r e	t h e	 s a m e	 a s 	i n	T a bl e	 3 -3 	a n d 	T a bl e	
5 -2 .	T h e	 v al u e s	 of	 p a r a m et e r	 ! ! ! → ! ! 	w e r e 	c al c ul at e d	 b a s e d	 o n	 t h e	 v al u e s	 of 	n′ ,	µ ′! 	
a n d	 σ ′! 	i n	 t h e	 si mil a r	 w a y	 a s	 c al c ul ati n g	!  ! → ! ! 	i n	C h a pt e r	 3 :	3. 1. 3	 .	T h e	 v al u e s	 of	
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T a bl e	 6 -3 	S u m m a r y	 of	t h e	 d e ri v e d	 p a r a m et e r	 v al u e s	 b a s e d	 o n	 e x p e ri m e nt al	 d at a 	
 P a r a m e t e r  A n n o t a ti o n  V al u e a n d U ni t  
1  τ  T h e d u r ati o n of t h e s u b p h a s e  2. 6 2 1 3 mi n  
2  n  T h e n u m b e r of s u b p h a s e s i n G 1 p h a s e  5 5 0  
3  m  T h e n u m b e r of s u b p h a s e s i n S / G 2 / M p h a s e  6 3 7  
4  n′  T h e n u m b e r of s u b p h a s e s i n  a r r e st e d  G 1 p h a s e  1 7 4 6  
5  µ !  P a r a m et e r µ  a n d σ  of t h e l o g -n o r m all y 
di st ri b ut e d G 1 p h a s e d u r ati o n   
6. 1 6 4 6 mi n  
6  σ !  0. 2 2 1 8 mi n  
7  µ !  P a r a m et e r µ  a n d σ  of t h e l o g -n o r m all y 
di st ri b ut e d S / G 2 / M p h a s e d u r ati o n   
6. 6 6 8 1 mi n  
8  σ !  0. 1 5 0 5 mi n  
9  µ ′!  P a r a m et e r  µ  a n d σ  of t h e l o g -n o r m all y 
di st ri b ut e d T e m p A r r e st G 1 p h a s e d u r ati o n  
7. 3 6 7 3 mi n  
1 0  σ ′!  0. 2 1 2 3 mi n  
1 1  ! ! → ! ( !)  T h e p r o b a bilit y of c ell s t r a n siti n g i nt o S / G 2 / M p h a s e at i -t h s u b-p h a s e i n G 1 p h a s e; i = 1, … , n  
( S e e A p p e n di x 
C h a pt e r 9 : 9. 1 )  
1 2  ! ! → ! ( !)  T h e p r o b a bilit y of c ell s t r a n siti n g i nt o G 1 p h a s e at j -t h s u b-p h a s e i n S / G 2 / M p h a s e; j = 1, … , m  
( S e e A p p e n di x 
C h a pt e r 9 : 9. 1 )  
1 3  ! ′! → ! ( !)  
T h e p r o b a bilit y of c ell s t r a n siti n g i nt o S / G 2 / M 
p h a s e at i -t h s u b-p h a s e i n a r r e st e d G 1 p h a s e; 
i = 1, … , n’ 
- 
	
6. 1. 1. 2	  Si n gl e	 C ell	I nf or m ati o n 	(A P	 p ar a m et er s) 	I nf er e n c e		
T h e	 A P	 p a r a m et e r s	 a r e	 i m p o rt a nt	 f o r 	r efl e cti n g	 a n d	 e v al u ati n g	 t h e	 c yt o st ati c	
eff e ct	 of	  T G F β	 t r e at m e nt.	  H o w e v e r,	 t h e y	 w e r e 	 o bt ai n e d	 b y	 a c c u r at e	 si n gl e	 c ell	
t r a c ki n g,	 w hi c h	i s	ti m e-c o n s u mi n g.	I n	 c o nt r a st,	 t h e	G 1	f r a cti o n 	(t h e	f r a cti o n	 of	 c ell s	
i n	 G 1	 p h a s e)	d y n a mi c	 d at a	 i s	at	t h e	 p o p ul ati o n	l e v el,	 a n d	 c o ul d	 b e	 e a sil y	 o bt ai n e d 	
b y	 a ut o m ati c	i m a g e	 a n al y si s.	I n	t hi s	 f r a m e w o r k,	 w e	 p r o p o s e d	 a	 w a y	t o	i nf e r	t h e	A P	
p a r a m et e r s	t h r o u g h	fitti n g	t h e	 e x p e ri m e nt al	 d at a	( G 1	f r a cti o n	 p r ofil e) 	i n	P B M .	
Alt h o u g h	t h e	 s et s	 of	 O D E s	 c o ul d	 n ot	 b e	 a n al yti c all y	 s ol v e d,	i t	is	 still	 p o s si bl e	t o	
p e rf o r m	 p a r a m et e r	 e sti m ati o n	 f o r	 t h e	 A P	 p a r a m et e r s	 b y	 s o m e	 s oft w a r e	 o r	
t o ol b o x e s,	 e. g.	D at a 2 D y n a mi c s 1 4 1 	a n d	 P ott e r s W h e el 1 4 2 .	  H o w e v e r,	 d u e	 t o	 t h e	 h u g e	
n u m b e r	 of	 O D E s	i n	 t h e	 P B M ,	it	w o ul d	 t a k e 	a	l o n g	 ti m e	 t o	 o bt ai n	 t h e	 r e s ult s .	 T h u s	
w e	 e sti m at e d 	t h e	v al u e s	 of 	A P	 p a r a m et e r s	 b y	 p a r a m et e r	 s e a r c hi n g.	 F o r	 e a c h	 ti m e	
of	 d at a	 fitti n g,	  w e	 r u n	  m o r e	 t h a n	 1 0 0 0 0	 si m ul ati o n s	 b y	 u si n g	 L ati n	 h y p e r c u b e	
s a m pli n g	 m et h o d 	1 4 3, 1 4 4 ,	 w hi c h	i s	 a n	 effi ci e nt	 m et h o d	t o	 g e n e r at e	 r a n d o m	 s a m pl e s	
	
6. 1	 	P o p ul ati o n	t o	 Si n gl e	 c ell	f r a m e w o r k	( P 2 S	f r a m e w o r k ) 	
	 8 9 	
f o r	p a r a m et e r	 v al u e s 	a n d	 s p r e a d	 s a m pl e s	 e v e nl y	 a c r o s s	 all	 p o s si bl e	 v al u e s 1 4 5 .	F o r	
t h e	 f o u r	 A P	 p a r a m et e rs,	 5 0 0 0 0	 p a r a m et e r	 s et s	 w e r e	 u nif o r ml y	 s a m pl e d	i n	 t h e	 4 -
di m e n si o n al	 s p a c e	 d u ri n g	 t h e	 r a n g e	 of	 [ 0,	 1]	 f o r	 all	 t h e	 4 	p a r a m et e r s.	 Aft e r	 t h at,	
tw o	 c o n st r ai n s	  w e r e	 a p pli e d:	 0 < = p 1 + p 2 < = 1;	 0 < = p 3 + p 4 < = 1	 a n d	 t h e	 s et s	 t h at	 di d	
n ot	  m at c h	 t h e	 c o n st r ai n s	  w e r e	 r e m o v e d	 ( a r o u n d	 1 2 5 0 0	 s et s	  w e r e	 l eft).	  G 1	
f r a cti o n s	 d y n a mi c s	 w e r e	 si m ul at e d	 b a s e d	 o n	 t h e	 v al u e s 	 of	 e a c h	 s et	 of	  A P	
p a r a m et e r s .	T h e	 E u cli d e a n	 di st a n c e 	(!  ( ! ,! ) )	b et w e e n	 sti m ul at e d 	r e s ult s 	(! ! )	a n d	
e x p e ri m e nt al	 d at a 	(! ! )	w e r e	 c al c ul at e d 	( E q u ati o n	2 6 ,	Fi g u r e	 6 .2 ).		
	 ! ( ! ,! ) = ( ! ! − ! ! ) ! + ( ! ! − ! ! ) ! + ⋯ + ( ! ! − ! ! ) ! 	 ! ∈ 1 ,… ,! 	 (2 6 )	
w h e r e	 ! ( ! ,! ) 	i s	 t h e	 E u cli d e a n	 di st a n c e 	 b et w e e n	 sti m ul at e d	 r e s ult s	 a n d	
e x p e ri m e nt al	 d at a;	 ! ! 	i s	 t h e	 si m ul at e d	 G 1	 f r a cti o n	 at	 ti m e	 p oi nt	 ! ;	! ! 	i s	 t h e	
e x p e ri m e nt al 	G 1	f r a cti o n	 at	ti m e	 p oi nt	 ! .	
	
Fi g u r e	 6 .2 	 S c h e m ati c	 s h o wi n g	 t h at	 t h e	 diff e r e n c e 	 b et w e e n	 sti m ul ati o n 	 a n d	 e x p e ri m e nt al	
d at a .	 	 	 E u cli d e a n	 di st a n c e 	!  ( ! ,! ) 	b et w e e n	 sti m ul at e d	 r e s ult s	 ( ! ! )	 a n d	 e x p e ri m e nt al	 d at a	 ( ! ! ),	w e r e 	c al c ul at e d	 b a s e d	 o n	 e q u ati o n	 2 6 .	
T h e	 p a r a m et e r	 s et s	 w e r e	t h e n	 s o rt e d	 b y	t h e	 c o r r e s p o n di n g	 E u cli d e a n	 di st a n c e	
!  ( ! ,! ) .	T h e	 p a r a m et e r	 s et	 wit h	 t h e	 mi ni m u m	 E u cli d e a n	 di st a n c e	 w a s	 c h o s e n.	 B y	
p e rf o r mi n g 	d at a	 fitti n g	i n d e p e n d e ntl y	 f o r	 1 0 	ti m e s	a n d	 a v e r a gi n g	 t h e	 r e s ult s ,	 w e	
g ot	t h e 	v al u e s	 of	 fitt e d	p a r a m et e r s.	 Wit h	t h e s e	 fitt e d	p a r a m et e r s 	f r o m	P B M ,	 si n gl e	
c ell	 c y cl e	 t r aj e ct o ri e s 	c o ul d	 t h e n	 b e	 si m ul at e d	 b y 	C A M	 (t h e	 d et ail	 of	 t h e	 C A M	i s	i n	
C h a pt e r	 5 :	5. 1	 ).		
T o	 c o nfi r m	 t h e	 r o b u st n e s s	 of	 t hi s	 m et h o d,	 w e	 a rtifi ci all y	 a s si g n	 a	 s et	 of	 v al u e s	
f o r	t h e	A P	 p a r a m et e r s	 a n d	 si m ul at e d	 a 	G 1	f r a cti o n	 p r ofil e	 ( Fi g u r e	 6 .3 A ,	 bl a c k	 d a s h	
li n e),	t h e n	 a d d e d	 1 0 %	 n oi s e 	t o	it	(Fi g u r e	 6 .3 C ,	 r e d	li n e).	 B y	 p e rf o r mi n g 	d at a	fitti n g,	
w e 	g ot	 t h e	 v al u e s	 of	 fitt e d	p a r a m et e r s,	  w hi c h	  w e r e	 cl o s e d	 t o	 t h e	 v al u e s	 t h at	  w e	
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Fi g u r e	 6 .3 	 T h e	  m et h o d	 of	  p a r a m et e r	 e sti m ati o n	 i s	 r o b u st.	 ( A )	  A n d	 ( B )	 P s e u d o d at a	 of	  G 1	
f r a cti o n	 d y n a mi c s	w a s 	g e n e r at e d	 b y	 a rtifi ci all y	 s etti n g	 t h e 	f o u r	A P	 p a r a m et e r s	 ( p 1 = 0. 3 5,	 p 2 = 0. 3 2,	
p 3 = 0. 3 9,	 p 4 = 0. 2 9)	 a n d	 r u n ni n g	 si m ul ati o n	 ( A,	 bl a c k 	 d a s h 	 li n e).	 T h e	 fitt e d	 p a r a m et e r s	 ( B,	 bl u e	
c r o s s e s)	 w e r e	 s h o w n	i n	 c o m p a ri s o n	 wit h	t h e	 o ri gi n all y	 s et	 o n e s	 ( B,	 bl a c k	 ci r cl e s). 	E r r o r	 b a r:	 st a n d	
d e vi ati o n.	 Si m ul ati o n	 r e s ult s	 b a s e d	 o n	t h e	fitt e d	 p a r a m et e r s	( A,	 bl u e	li n e s)	 w e r e	 pl o tt e d	 a g ai n st	t h e	
p s e u d o d at a. 	( C)	 a n d	 ( D )	 P s e u d o d at a 	w a s 	g e n e r at e d	 a s	i n	 ( A ),	 wit h	 ± 1 0 %	 n oi s e	i nt r o d u c e d	 ( C,	 r e d	
li n e).	 T h e	fitt e d	p a r a m et e r s	 a n d	t h e	 o ri gi n al	 v al u e s	 w e r e	 s h o w n	i n	( D ). 		
6. 1. 2	  Fr a m e w or k 	v ali d ati o n 	
T o	 t e st	 t h e	 a p pli c a bilit y	 of	 t hi s	 f r a m e w o r k	f o r	e x p e ri m e nt al	 d at a ,	 w e	 u s ed 	t h e	
d at a	i n	 Fi g u r e	 2 .8 A	 a s	i n p ut,	 a n d	 e sti m at e d	t h e	 f o u r	A P	 p a r a m et e r s	f o r	 e a c h	 T G F β	
d o s e	i n d e p e n d e ntl y 	(Fi g u r e	 6 .4 ).		
N ot a bl y,	 t h e r e	i s	a	 d el a y	 of	 a r o u n d	 3 h	 b ef o r e	 t h e 	i n c r e a s e	 of	 G 1	f r a cti o n	aft e r	
T G F β	 t r e at m e nt.	 W e	 o nl y	 u s e 	 t h e	 e x p e ri m e nt al	 d at a	 aft e r	 t h e	 i niti ati o n	 of	  G 1	
f r a cti o n	i n c r e a s e	f o r	d at a	fitti n g. 	
0 1 0 2 0 3 0 4 0
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D at a wit h o ut n oi s e
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Fi g u r e	 6 .4 	C o m p a ri s o n	 b et w e e n 	t h e	 e x p e ri m e nt al	 d at a	 a n d	 m o d el	 e sti m ati o n. 		U si n g	t h e	 d at a	
i n	Fi g u r e	 2 .8 A 	a s	i n p ut	i n	t h e	 P 2 S	 f r a m e w o r k,	 v al u e s	f o r	t h e	f o u r	A P	 p a r a m et e r s	 w e r e	 e sti m at e d	f o r	
e a c h	  T G F β	 d o s e s 	 ( bl u e	 c r o s s e s);	 e r r o r	 b a r:	 st a n d	 d e vi ati o n .	 V al u e s	 c al c ul at e d	 f r o m	 t h e	
e x p e ri m e nt al	 d at a	 ( s h o w n	 i n	Fi g u r e	 4 .4 B )	 w e r e 	al s o 	s h o w n	 h e r e	f o r	 c o m p a ri s o n	 ( bl a c k 	ci r cl e s).		 p 1	
( p r o b a bilit y 	 of	  T e m p A r r e st	  w h e n	 sti m ul at e d	 at	  G 1	 p h a s e),	 p 2	 ( p r o b a bilit y 	 of	 P e r m A r r e st	  w h e n	
sti m ul at e d	 at	 G 1	 p h a s e),	 p 3	 ( p r o b a bilit y	 of	 T e m p A r r e st	i n	t h e	f oll o wi n g	 G 1	 p h a s e	 w h e n	 sti m ul at e d	
at	 S / G 2 / M	 p h a s e)	 a n d	 p 4	 ( p r o b a bilit y 	of	 P e r m A r r e st	i n	t h e	f oll o wi n g	 G 1	 p h a s e	 w h e n	 sti m ul at e d	 at	
S / G 2 / M	 p h a s e). 	
M o st	 o pti mi z e d	 v al u e s	 of	 t h e	 A P	 p a r a m et e r 	w e r e	 si mil a r 	t o	 t h e	 e x p e ri m e nt al	
m e a s u r e m e nt s. 	O n e	 v al u e	 of	 p 2	 ( 5 0 p M)	 a n d	t w o	 v al u e s	 of	 p 3	 ( 1 0 p M,	 5 0 p M)	 w e r e	
n ot	 v e r y	 cl o s e	 t o	 t h e	 e x p e ri m e nt al	 d at a.	 T h e r e	  w e r e	 t w o	 m ai n	 r e a s o n s 	 f o r	 t h e	
d e vi ati o n :	 fi r stl y,	 w e	 a s s u m e d 	t h at	 t h e	 p o p ul ati o n	 h a s	 r e a c h e d	 t h e	 ste a d y	 st at e	
b ef o r e	  T G F β	 t r e at m e nt	 i n	 t h e	  m o d el.	  H o w e v e r,	 i n	 e x p e ri m e nt s,	 t h e	 p o p ul ati o n 	
mi g ht	 sli g htl y	 d e vi at e	 f r o m	 t h e	 st e a d y	 st at e.	 S e c o n dl y,	 t h e	 r a n d o m	 g e n e r at e d	
s a m pl e s	f o r	 s e a r c hi n g 	mi g ht	 n ot	i n cl u d e	i d e nti c al	 v al u e s	t o	t h e	 e x p e ri m e nt al	 d at a.	
T h u s	 w e	 o nl y	 o bt ai n e d	t h e	 a p p r o xi m at e	 v al u e s. 	
Alt h o u g h	t h e	 e sti m at e d	 v al u e s	 di d 	n ot	 e x a ctl y	 m at c h	t h e	 e x p e ri m e nt al	 d at a,	t h e	
d o s e -d e p e n d e nt	 p att e r n s	  w e r e	 si mil a r.	 Wit h 	 i n c r e a si n g	 c o n c e nt r ati o n s	 of	 T G F β	
sti m ul ati o n,	 t h e	 v al u e	 of	 p 1	 sli g htl y	 d e c r e a s e d	 a n d	 t h e	 v al u e s	 of	 p 2,	 p 3	 a n d	 p 4	
i n c r e a s e d.	
N u m e r o u s	 si n gl e	 c ell	 c y cl e	 t r aj e ct o ri e s	  w e r e	 f u rt h e r	 si m ul at e d 	 (Fi g u r e	 6 .5 ),	
a n d	 t h e	 r e s ult s	 w e r e	 pl ott e d	 i n	 t h e	 s a m e	 w a y	 of	t h e	 c o r r e s p o n di n g	 e x p e ri m e nt al	
d at a	 ( Fi g u r e	 4 .1 	a n d	 Fi g u r e	 4 .4 ).	 D u e	 t o	 m et h o d 	of 	L ati n	 h y p e r c u b e	 s a m pli n g ,	 w e	
o nl y	 g ot	 a p p r o xi m at e	 v al u e s.	 T h u s	 w h e n	 u si n g	t h e	 d at a	 of	 c o nt r ol 	( 0 p M	t r e at m e nt) 	
a s	 i n p ut,	 t h e	 e sti m at e d	 v al u e s	 of	 t h e	 f o u r	 A P	 p a r a m et e r s	 w e r e 	 a p p r o xi m at e	 t o	
z e r o ,	 b ut	n ot	 z e r o .	T h e r ef o r e,	t h e r e	 c o ul d	 b e	 s o m e	 a r r e st e d	 c ell s	i n	t h e	 si m ul ati o n	
f o r	t h e	 c o nt r ol	 g r o u p	(Fi g u r e	 6 .5 	a n d	 Fi g u r e	 6 .6 ).	
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Fi g u r e	 6 .5 	Si m ul ati o n s	 of	 s i n gl e	 c ell	t r aj e ct o ri e s	i n	 P 2 S	 f r a m e w o r k.		( A ) -( D )	 U si n g	t h e	 d at a	i n	
Fi g u r e	 2 .8 A 	a s	i n p ut	i n	 t h e	 P 2 S	 f r a m e w o r k,	t h e	 o ut p ut	 of	 si n gl e	 c ell	 t r aj e ct o ri e s	 w e r e	 si m ul at e d	 t o	
mi mi c	 t h e	 a s y n c h r o n o u sl y	 c y cli n g	 c ell s	 u p o n 	0,	 1 0,	 5 0	 o r	 1 0 0 p M	  T G F β 1	 t r e at m e nt.	  T h e	 ti m e	 of	
a d di n g	 T G F β	 w a s	 a rtifi ci all y 	s et	 a s	 z e r o.	 T h e	 d u r ati o n	 of	 T G F β	 t r e at m e nt	 w a s	 s h o w n	 ( Wit hi n	 d a s h	
li n e s).	 E a c h	 r o w	 r e p r e s e nt s	 t h e	 t r aj e ct o r y	 of	 a n	i n di vi d u al	 c ell.	 Y ell o w	 c ol o r	 i n di c at e s	t h e	 c ell	 w a s	
i n	 G 1	 p h a s e	 a n d	 t h e	 g r e e n	 c ol o r	i n di c at e s	 t h e	 c ell	 w a s	i n	 S / G 2 / M	 p h as e.	 C ell s	 w e r e	 s o rt e d	 b y	 t h e	
ti m e	 of	 bi rt h.	1 0 0	 c ell s	 w e r e	 r a n d o ml y	 c h o s e n 	f r o m	t h e	 g r o u p	 u p o n	 e a c h	 d o s e	 of	T G F β	t r e at m e nt .	
T h e	 d u r ati o n s	 of	 1 st 	o r	 2 n d 	G 1	 p h a s e	 of	 t h e	sti m ul at e d	 c ell s	 w e r e	 c al c ul at e d	 a n d	
c o m p a r e d 	wit h	 t h e	e x p e ri m e nt al	 d at a	 ( Fi g u r e	 6 .6 A	 a n d	 B).	 T h e 	f r a cti o n s	 of	 c ell s	i n	
G 1	 p h a s e	 w e r e	 al s o	 c al c ul at e d 	f o r	 e a c h	ti m e	 p oi nt	(Fi g u r e	 6 .6 C).	 	
T h e	 si m ul at e d	 si n gl e	 c ell	 d at a	 c o r r e s p o n d e d 	 w ell	  wit h	 t h e	 e x p e ri m e nt al	
q u a ntifi c ati o n.	 I n	 a d diti o n,	 t h e	 d y n a mi c s 	 of	 G 1	 f r a cti o n 	 w e r e 	 al s o	 c o n si st e nt	
b et w e e n	 si m ul ati o n 	a n d	 e x p e ri m e nt al	  m e a s u r e m e nt	 ( Fi g u r e	 6 .6 C ).	  T h e s e	 r e s ult s	
v e rifi e d	t h e	 a p pli c a bilit y	 of	t h e	 f r a m e w o r k.	
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Fi g u r e	 6 .6 	Si m ul ati o n s 	f r o m	  P 2 S	 f r a m e w o r k	c o r r e s p o n d	 t o	 e x p e ri m e nt al	  d at a .		( A )	 a n d	 ( B ) 	
T h e	 1 st 	G 1	 a n d	 2 n d 	G 1	 p h a s e 	d u r ati o n	 of	 t h e	 c ell s	i n	 Fi g u r e	 6 .5 	w e r e	 a n al y z e d	 q u a ntit ati v el y .	2 5 0	
c ell s	 w e r e	 r a n d o ml y	 c h o s e n .	( A )	 T h e	 1 st 	G 1	 d u r ati o n	 o f	t h e	 c ell s	 sti m ul at e d	 at	 G 1	 p h a s e;	( B )	 T h e	 2 n d 	
G 1	 d u r ati o n	 of	 t h e	 c ell s	 sti m ul at e d	 at	 S / G 2 / M	 p h a s e ;	 bl a c k	 d ot s:	 m o d el	 si m ul ati o n,	 y ell o w	 c r o s s:	
e x p e ri m e nt al	 d at a ;	1 st 	G 1:	 t h e	 G 1	 p h a s e	i n	 t h e	 c u r r e nt	 c ell	 c y cl e	 u p o n	 T G F β	 t r e at m e nt;	 2 n d 	G 1:	 t h e	
G 1	 p h a s e	i n	 t h e	 n e xt	 c ell	 c y cl e	f oll o wi n g	 t h e	 c ell	 c y cl e	 u p o n	 T G F β	 t r e at m e nt. 	( C)	 A c c o r di n g	 t o	 t h e	
d at a 	i n	Fi g u r e	 6 .5 ,	 t h e	f r a cti o n s	 of	 c ell s	i n	 G 1	 p h a s e	 o v er	 ti m e	 w e r e	 c al c ul at e d.	 E x p e ri m e nt al	 d at a 	
u s e d 	a s	t h e	i n p ut	( d a s h	li n e s )	 a n d	 m o d el	 si m ul ati o n s 	o bt ai n e d 	a s	 o ut p ut	( s oli d	li n e s )	 w e r e	 s h o w n. 	
6. 2	  A p pli c ati o n	 of	 P 2 S	 fr a m e w or k	
W e	 p e rf o r m e d	 a	 s e ri e s	 of	 e x p e ri m e nt s,	i n	 w hi c h	 t h e	g r o wi n g	 c ell s	 w e r e	t r e at e d	
wit h 	0,	 5,	 1 0,	 2 0,	 5 0,	 1 0 0,	 2 0 0	 a n d	 4 0 0 p M	 T G F β 	a n d	i m a g e d	 u n d e r	t h e	 mi c r o s c o p e	
f o r	 6 0 h.	 D u e	 t o	 t h e	 l o w	 effi ci e n c y	 of	  m a n u al 	 a n al y si s,	  w e	 o nl y	 q u a ntit ati v el y	
a n al y z e d	 h u n d r e d s	 of	 c ell s	 u p o n	 0,	 1 0,	 5 0	 a n d	 1 0 0 p M	 T G F β 	sti m ul ati o n	 ( c o nt r ol,	
l o w	 d o s e,	 m e di u m	 d o s e	 a nd	 hi g h	 d o s e). 	
W e	 w o ul d	li k e	 t o 	u s e	 t h e	 P 2 S	 f r a m e w o r k	 t o 	fi n d	 o ut	 t h e	 f r a cti o n s	 of	 a r r e st e d	
c ell s	 i n	 e a c h	 g r o u p	( c ell s	t r e at e d	 b y	0,	 5,	 1 0,	 2 0,	 5 0,	 1 0 0,	 2 0 0	 a n d	 4 0 0 p M	 T G F β ).		
6. 2. 1	  E sti m ati n g	t h e	 fr a cti o n s	 of	 arr e st e d	 c ell s	i n	r e s p o n s e	t o	v ari e d	 d o s e s	 of	
T G F β 		
T h e	 G 1	f r a cti o n 	o v e r	 ti m e	 of	 e a c h	 g r o u p 	w e r e	 a ut o m ati c all y 	q u a ntifi e d	 b y	 t h e	
s oft w a r e	 C ell P r ofil e r 1 4 6, 1 4 7 .	 T h e	ti m e-c o u r s e	 d at a	 of 	G 1	f r a cti o n 	i n	e a c h	 g r o u p	 w e r e	
u s e d	 a s	i n p ut	f o r 	t h e	 P 2 S	f r a m e w o r k.	T h e n	 t h e	f o u r	A P	 p a r a m et e r s	f o r	t h e	 aff e ct e d	
p e r c e nt a g e s 	 w e r e 	 e sti m at e d 	 (Fi g u r e	 6 .7 ).	 Wit h	 t h e s e	 o bt ai n e d	 A P	 p a r a m et e r s,	
si n gl e	 c ell	 c y cl e	t r aj e ct o ri e s	 c o ul d	t h e n	 b e	 si m ul at e d	 b y 	t h e	 C A M.		
T h e	 r e s ult s	 s h o w e d	t h at	 t h e	f r a cti o n	 of	t e m p o r a r y	 a r r e st e d	 c ell s	 di d	 n ot	 al w a y s	
i n c r e a s e	 wit h 	 el e v ati n g	 d o s e s	 of	  T G F β 	 t r e at m e nt s.	 I n st e a d,	 t h e	 f r a cti o n	 of	
T e m p A r r e st	 d r o p p e d	 d o w n	 w hil e	 t h e	f r a cti o n	 of	 P e r m A r r e st	i n c r e a s e d.	 Mo r e	 a n d	
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m o r e	 c ell s	 s hift e d	i nt o	 P e r m A r r e st 	g r o u p 	i n	 r e s p o n s e	t o	i n c r e a si n g	 d o s e s	 of	 T G F β	
t r e at m e nt s.	
B a s e d	 o n	 t h e	 c u r v e s	 of	 e a c h	 A P	 p a r a m et e r ,	 w e	 c o ul d	 al s o	 p r e di ct	 t h e	 v al u e s	 of	
A P	 p a r a m et e r s 	f o r	 ot h e r	 d o s e s.	 F o r	 e x a m pl e,	 w e	 di d	 n ot	 m e a s u r e	 t h e	 d at a	 of	 c ell s	
u p o n	 7 5 p M	  T G F β	 t r e at m e nt	 e x p e ri m e nt all y 	 b ut	  w e	 c o ul d	 e sti m at e	 t h e	
a p p r o xi m at e 	v al u e s	 of	 p 1,	 p 2,	 p 3	 a n d	 p 4	f r o m	t h e	 c u r v e,	 w hi c h	 a r e	 0. 2 3 ,	 0.2 2 ,	 0.3 8 	
a n d	 0. 0 8 ,	 r e s p e cti v el y.	
	
Fi g u r e	 6 .7 	 Aff e ct e d	 f r a cti o n s	 of	 c ell s	  u p o n	 li g a n d	 t r e at m e nt	  w e r e	 e sti m at e d	  b y	  P 2 S	
f r a m e w o r k.	 	 T h e	 f r a cti o n s	 of	 aff e ct e d	 c ell s	 ( e q u al	 t o	 t h e	 v al u e	 of 	 p 1,	 p 2,	 p 3	 a n d	 p 4 )	 u p o n	
i n c r e a si n g	 d o s e s	 of	 T G F β	 sti m ul ati o n	 ( 0,	 5,	 1 0,	 2 0,	 5 0,	 1 0 0,	 2 0 0	 a n d	 4 0 0 p M )	 w e r e	 e sti m at e d	 b y	t h e	
P 2 S	 f r a m e w o r k.	p 1	 ( p r o b a bilit y	 of	  T e m p A r r e st	  w h e n	 sti m ul at e d	 at	  G 1	 p h a s e),	 p 2	 ( p r o b a bilit y	 of	
P e r m A r r e st	  w h e n	 sti m ul at e d	 at	  G 1	 p h a s e) ,	 p 3	 ( p r o b a bilit y	 of	  T e m p A r r e st	 i n	 t h e	 f oll o wi n g	  G 1	
p h a s e	  w h e n	 sti m ul at e d	 at	 S / G 2 / M	 p h a s e)	 a n d	 p 4	 ( p r o b a bilit y	 of	 P e r m A r r e st	 i n	 t h e	 f oll o wi n g	  G 1	
p h a s e	 w h e n	 sti m ul at e d	 at	 S / G 2 / M	 p h a s e).	 Li g ht	 bl u e:	 p 1;	 d a r k	 bl u e:	 p 2;	l i g ht	 r e d:	 p 3,	 d a r k	 r e d:	 p 4.	
E r r o r	 b a r:	 st a n d	 d e vi ati o n. 	
6. 2. 2	  M o d el	 pr e di cti o n s	 i n s pir e d	 t h e	 e x pl or ati o n	 of	 T G F β -i n d u c e d	 mit oti c	
f ail ur e		
I nt e r e sti n gl y,	  w h e n	 e x p o s e d	 t o	 4 0 0 p M	 li g a n d,	 p 1	 a n d	 p 3	 ( p r o b a biliti e s	 of	
T e m p A r r e st)	 d r o p p e d	 d o w n	 t o	 0.	  T h e	 c ell	 s e e m s	 t o	  m a k e	 bi n a r y	 d e ci si o n s	 u p o n	
4 0 0 p M	  T G F β	 sti m ul ati o n,	 eit h e r	 t ot all y	 u n aff e ct e d	 o r	 p e r m a n e nt	 a r r e st e d	 i n	  G 1	
p h a s e. 	
W e	 l o o k e d	 b a c k	 i nt o	 t h e	 i m a gi n g	 d at a	 a n d	 f o u n d	 t h at	 n e a rl y 	 4 0 %	 c ell s	 h a d	
u n d e r g o n e 	 mit oti c	 f ail u r e 	 w h e n	 sti m ul at e d	 at 	 G 1	 p h a s e .	 T h e s e	 c ell s	 e xit e d	 t h e	
mit oti c	 c ell	 c y cl e	 a n d	 diff e r e nti at e d	i nt o	 p ol y pl oi d	 c ell s	 wit h	 gi a nt	 n u cl ei,	 t e r m e d	
“ e n d o r e d u pli c ati o n” 1 4 8, 1 4 9 .	 T h o u g h	t h e y	 di d	 n ot	 di vi d e	 aft e r	t h e	 S / G 2 / M	 p h a s e,	t h e	
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si g n al	 of	 F U C CI	 r e p o rt e r	 v a ni s h e d,	 t h e r ef o r e	 t h e y	  w e r e	 c at e g o ri z e d	 a s	 b ei n g	
p e r m a n e nt	 a r r e st e d 	b y	t h e	 m o d el 	(Fi g u r e	 6 .8 ).		
	
Fi g u r e	 6 .8 	C ell	 u n d e r g o e s	 mit oti c	 f ail u r e.		A n	 e x a m pl e	 of	 a	 c ell 	u n d e r w e nt	 mit oti c	f ail u r e 	w h e n	
sti m ul at e d	 at 	G 1	 p h a s e.	 T h e	 n u cl e a r	 s e g m e nt ati o n 	of	 t h e	 c ell 	w a s	i n di c at e d	 a s	 w hit e	 ci r cl e.	 T h e r e	
w a s	 n o	 n u cl e a r	  m C h e r r y -G e mi ni n	 si g n al	 d u ri n g	 0 -3 h,	  w hi c h	 s u g g e st e d	 t hi s	 c ell	  w a s	 i n	  G 1	 p h a s e	
w h e n	 sti m ul at e d	 b y	 T G F β .	T h e r e	  w a s	 a n	 o b s e r v a bl e	 n u cl e a r	  m C h e r r y -G e mi n i n	 si g n al	 f r o m	 1 0 h-
2 0 h,	  w hi c h	 i n di c at e d	 t h at	 t h e	 c ell	 p r o g r e s s e d	 i nt o	 S / G 2 / M	 p h a s e.	  T h e	 c ell	 di d	 n ot	 di vi d e	 b ut	 t h e	
n u cl e a r	 m C h e r r y -G e mi ni n	 si g n al	 v a ni s h e d .	 T h e	 c ell s	 w e r e	t r e at e d	 b y	 2 0 0 p M	T G F β 1	 d u ri n g	 0 -3 h. 	
T h e	 c ell s	 u n d e r w e nt 	mit oti c	f ail u r e 	w e r e	 q u a ntit ati v el y	 a n al y z e d 	(Fi g u r e	 6 .9 ).	
F o r	t h e	 c ell	 sti m ul at e d	 at	 G 1	 p h a s e,	 mit oti c	f ail u r e 	w a s	 o b s e r v e d	i n	t h e	 c ell s	 u p o n	
T G F β 	t r e at m e nt	 o v e r	 1 0 0 p M.	  Wit h	 i n c r e a si n g	 c o n c e nt r ati o n	 of	 T G F β ,	  m o r e	 c ell s	
s hift e d	i nt o	t h e	 g r o u p	 of	 mi t oti c	f ail u r e.		
	
Fi g u r e	 6 .9 	 Mit oti c	 f ail u r e	 i n d u c e d	  b y	  hi g h	  d o s e	 of	 T G F β 	 t r e at m e nt.	 T h e	 f r a cti o n s	 of 	 c ell s	
u n d e r w e nt	 mit oti c	f ail u r e	 u p o n	 5 0,	 1 0 0,	 2 0 0	 a n d	 4 0 0 p M	 T G F β 1	 sti m ul ati o n	 at	 G 1	 p h a s e. 	
N ot a bl y,	 t h e	  mit oti c	 f ail u r e	 o nl y	 h a p p e n e d	 f o r	 t r e at m e nt	 at	  G 1	 p h a s e,	  w e	 di d	
n ot	 o b s e r v e	 it	 i n	 c ell s	 t h at	  w e r e	 sti m ul at e d	 at	 S / G 2 / M	 p h a s e.	  T hi s	 r e s ult	 al s o	
s u p p o rt s	 t h at	 c ell s	i n	 G 1	 p h a s e	 w e r e	 m o r e	 s e n siti v e	 t o	 T G F β	i n	 t e r m s	 of	 c ell	 c y cl e	
alt e r n ati o n.	 	
0 h		 3 h	 1 0 h 	 1 8 h 	 2 0 h 	 2 1 h 	 5 0 h 	 7 0 h 	
2 0 u m	
+ T G F β 1
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             C h a p t er  7
S u m m ar y  a n d  d i s c u s si o n 
Si n gl e	 c ell	 a n al y si s	 c a n	 r e v e al	 hi d d e n	 i nf o r m ati o n	 b e hi n d	 t h e	 p o p ul ati o n	
a v e r a g e.	 I n	 t hi s	 t h e si s,	 usi n g	 ti m e -l a p s e	  mi c r o s c o p y,	  w e	 i n v e sti g at e d	 c ell	 c y cl e	
a r r e st	i n d u c e d	 b y	 T G F β	i n	 i n di vi d u al,	a s y n c h r o n o u sl y	 g r o wi n g	 c ell s.	 	
C o m bi ni n g	  m at h e m ati c al	  m o d eli n g	  wit h 	 e x p e ri m e nt al	  m e a s u r e m e nt s,	 o u r	
r e s ult s	i n di c at e 	t h at	 T G F β	 sti m ul ati o n	t ri g g e r s	i m m e di at e	 o r	 h e rit a bl e	all -o r -n o n e 	
G 1	 a r r e st	 r e s p o n s e.	 T h e	f r a c ti o n	 of	 aff e ct e d	 c ell s	i n c r e a s es 	a l o n g	wit h	 t h e	el e v ati n g 	
li g a n d	 c o n c e nt r ati o ns .	 T h e	 s e n siti vit y	 t o	 T G F β	is	 b ot h	 c ell	 c y cl e	 p h a s e	 a n d	 li g a n d	
d o s e	 d e p e n d e nt.	 C o n si d e ri n g	 t h e	 i m p o rt a n c e	 of	 si n gl e	 c ell	 i nf o r m ati o n	 a n d	 t h e	
diffi c ulti e s	 i n	 t h e	 si n gl e	 c ell	 a n al y si s,	 w e	 d e v el o p e d	 a	 P 2 S	 f r a m e w o r k	 t o	 i nf e r	
si n gl e	 c ell	i nf o r m ati o n	 effi ci e ntl y	f r o m	 p o p ul ati o n	 d y n a mi c s .	
I n	 thi s	 c h a pt e r ,	 w e 	 s u m m a ri z e 	 t h e	 p r oj e ct,	 di s c u s s 	 p o s si bl e	 m ol e c ul a r	
m e c h a ni s m s 	 u n d e rl yi n g	 t h e	 o b s e r v ati o n s	 a n d	 gi v e 	 a n	 o utl o o k	 f o r 	 f ut u r e	
a p pli c ati o n s. 		
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7. 1	  S u m m ar y	 of	t h e	 w or k 	
I n	 bi ol o g y,	 p o p ul ati o n -a v e r a g e d	 a s s a y s	 pl a y	 a n	 e s s e nti al	 r ol e	 i n	 st u di e s	 of	
c o m pl e x	 si g n ali n g	 a n d	 t r a n s c ri pti o n al	 n et w o r k s.	I n	 r e c e nt	 d e c a d e s,	i n v e sti g ati o n s	
o n	 h et e r o g e n e o u s	 c ell ul a r	 b e h a vi o r s	 u n v eil 	 m e a ni n gf ul	 bi ol o gi c al	 i nf o r m ati o n	
m a s k e d	 b y	 p o p ul ati o n -a v e r a g e d	 m e a s u r e m e nt s 1 5 0 -1 5 3 .	
D u e	 t o	 t h e	 l a c k	 of	 t e c h ni q u e s,	 p r e vi o u s	 st u di e s 	 o n	 t h e	 g r o wt h	 i n h i bit o r y	
f u n cti o n	of	 T G F β 	w e r e	 c o n d u ct e d	 at	 t h e	 p o p ul ati o n	l e v el,	 o v e rl o o ki n g	 t h e	 c ell ul a r	
h et e r o g e n eit y 	(Fi g u r e	 7 .1 A) .	T h e r ef o r e,	 alt h o u g h	 p o p ul ati o n	 b e h a vi o r s 	w e r e	 w ell	
i n v e sti g at e d,	si n gl e	 c ell	 r e s p o n s e s 	t o	T G F β 	w e r e	l eft	 u n e x pl o r e d. 	
I n	 t hi s	 p r oj e ct,	 a	 fl u o r e s c e n c e	 s y st e m	 c o nt ai ni n g	 r e p o rt e r s	 f o r	 b ot h	 T G F β 	
si g n ali n g	 a n d	 c ell	 c y cl e 	 w a s	 c o n st r u ct e d.	  B y	 ti m e -l a p s e	 fl u o r e s c e n c e	 li v e-c ell	
mi c r o s c o p y,	  w e	  m a d e	 it	 p o s si b l e	 t o	 vi s u ali z e	 c ell	 c y cl e	 p h a s es	 a n d 	 T G F β / S m a d	
si g n ali n g 	i n	i n di vi d u al	 c ell s.	V a ri o u s 	di m e n si o n s	 of	 si n gl e -c ell	 m e a s u r e m e nt s	 w e r e	
t a k e n	i nt o	 c o nsi d e r ati o n	i n	t h e	i n v e sti g ati o n. 	
Fi r stl y,	 r e s p o n s e s	 of	 c ell s	i n	 diff e r e nt	 c ell	 c y cl e	 p h a s e s 	( G 1	 o r	 S / G 2 / M	 p h a s e)	
u p o n	 T G F β 	 sti m ul ati o n	  w e r e	 q u a ntifi e d	 (Fi g u r e	 7 .1 B ,	 C h a pt e r	 3 :	 3. 2. 2. 1	 a n d 	
C h a pt e r	 4 :	4. 1	 ).	T h e	 e x p e ri m e nt al	 d e si g n	 of	 si n gl e 	p ul s e	 sti m ul ati o n	f a cilit at e d	t h e	
st u di e s	 o n	 p h a s e -d e p e n d e nt	 r e s p o n s e.	 B e si d e s 	i m m e di at e	  G 1	 a r r e st	 i n d u c e d	 b y	
T G F β	 sti m ul ati o n	 at	 G 1	 p h a s e,	 w e	f o u n d 	t h e	i n h e rit a bl e,	 d el a y e d	 G 1	 a r r e st	i n d u c e d	
b y	 sti m ul ati o n	 d u ri n g	 S / G 2 / M	 p h a s e.	 T hi s	 p h e n o m e n o n	 s u g g e st s 	t h at,	 t h e	 w h ol e	
c ell	 c y cl e	 s h o ul d	 b e 	s u bj e ct e d	 t o	  T G F β	 i n	 o r d e r	 t o	 a c hi e v e	  m a xi m al	 c ell	 g r o wt h 	
i n hi bit o r y	 eff e ct.	
S e c o n dl y,	 t h e	 h et e r o g e n e o u s	  G 1	 d u r ati o n s	 aft e r	 T G F β 	 t r e at m e nt	 w e r e	
q u a ntit ati v el y	 a n al y z e d 	(Fi g u r e	 7 .1 C ,	C h a pt e r	 3 :	3. 2. 2. 2	 a n d	 C h a pt e r	 4 :	4. 2	 ).	O u r	
r e s ult s	 d e m o n st r at e 	 t h at	  T G F β	 sti m ul ati o n	 t ri g g e r s	 all -o r -n o n e 	 G 1	 a r r e st	
r e s p o n s e.	 I m p o rt a ntl y,	 t hi s	o b s e r v ati o n	 i m pli e s	 t h at	 t h e r e	 a r e	 al w a y s	 s o m e	 c ell s	
e s c a pi n g	t h e	 g r o wt h	 c o nt r ol	 of 	T G F β.	 	
T hi r dl y,	 t h e	 c ell -c y cl e	 o ut c o m e s	  w e r e	 i n s p e ct e d	 b a s e d	 o n	 t h e	 ti mi n g	 b et w e e n	
a n d	 wit hi n	 c ell	 c y cl e	 p h a s e s	 of 	T G F β 	sti m ul ati o n 	(C h a pt e r	 4 :	4. 3	 a n d	 4. 4	 ).	
T h e	 s e n siti vit y	 of	 t h e	 c ell s	 t o	 t h e	 c o n c e nt r ati o n	 of	 T G F β 	i s	 p h a s e-d e p e n d e nt 	
(Fi g u r e	 7 .1 D,	 C h a pt e r	 4 :	 4. 3	 ).	 C ell s	 i n	  G 1	 p h a s e	 a r e 	 m o st 	 s e n siti v e	 t o	  T G F β	 i n	
t e r m s	 of	 c ell	 c y cl e	 alt e r n ati o n:	T G F β 	i n d u c es 	a	 l a r g e r	f r a cti o n	 of	 c ell s	u n d e r g oi n g 	
p e r m a n e nt	 a r r e st	 o r	 mit oti c	f ail u r e	i n	 G 1	t h a n	 it	i n	 S / G 2 / M	 p h a s e.	 Cell s	i n	 S 	p h a s e	
a r e 	l e a st	s e n siti v e :	t h e y	 d o	 n ot	 r e s p o n d	t o	 T G F β 	b el o w	 2 0 p M,	 w hil e 	c ell s	i n	 ot h e r	
p h a s e s	 r e s p o n d .	T h e s e	 p h a s e -s p e cifi c	 r e s p o n s e s	t o	 T G F β	 a r e 	p r o b a bl y	 d et e r mi n e d	
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T h e	 p e r c e nt a g e	 of	 aff e ct e d	 c ell s 	i s	 d e p e n d ent	 o n 	t h e	 ti mi n g	  wit hi n	 t h e	 p h a s e	
u p o n	 hi g h	 d o s e	 of	 T G F β 	sti m ul ati o n 	(C h a pt e r	 4 :	4. 4	 ).	I n	t h e	 e a rl y	 G 1	 p h a s e,	5 0 p M	
T G F β 	i n d u c e d	l e s s	 a r r e st e d	 c ell s	t h a n	it	i n	 mi d dl e /l at e	 G 1	 p h a se .		
H o w e v e r,	 t h e	 l e n gt h e n e d	G 1	 d u r ati o n s	  w e r e	 n ot	 d e p e n d e nt	 o n	 t h e	 st a g e s 	of	
c ell	 c y cl e	 p h a s e s .	T hi s	 fi n di n g	 a g r e e s	  wit h	 t h e	 k n o wl e d g e	 t h at	 t h e	  G 1	 r e st ri cti o n	
p oi nt	 o r	 t h e	 k e y	 d e ci si o n	  wi n d o w	 i s	 l o c at e d	 at	 t h e	 e n d	 of	  G 1	 o r	  G 2 / M	 p h a s e,	
r e s p e cti v el y.	 C ell s	 i nt e g r at e	 si g n al s	 d u ri n g	 t h e	 i n di vi d u al	 c ell	 c y cl e	 p h a s e,	 a n d	
m a k e	 d e ci si o n s	 j u st	 b ef o r e	 e nt e ri n g	 t h e	 n e xt	 p h a s e.	  M o r e o v e r,	 it	 al s o	 s u g g e st s	
r o b u st	 r e g ul ati o n	 b y 	 T G F β	 o n	 c ell	 c y cl e	  wit hi n	 e a c h	 p h a s e,	  w hi c h	 g u a r a nt e e s	
p r e ci s el y	 c o nt r ol	i n	ti s s u e	 h e m o st a si s.	 	
7. 2	  Si g nifi c a n c e 	of	 all -or -n o n e	r e s p o n s e 	
C ell s	 s e n s e	 e xt r a c ell ul a r	 sti m uli	 a n d	 i nt e g r at e	 t h e	 i nf o r m ati o n	 t o	 r e s p o n d .	  At	
t h e	p o p ul ati o n	l e v el,	t h e	 r e s p o n s e s	 a r e	t y pi c all y	 d o s e	 d e p e n d e nt,	 w hi c h	 r e p r e s e nt 	
a n al o g u e	 si g n al 	 i nf o r m ati o n	 p r o c e s si n g	 of	 sti m ul u s 1 5 4, 1 5 5 .	  H o w e v e r,	 t h e r e	 a r e	
i n c r e a si n g	 e vi d e n c es 	t h at	 v a ri o u s	 si g n ali n g	 p at h w a y s	 r e s p o n d	i n	 a	 di git al	 m a n n e r	
at	 t h e	si n gl e	 c ell	l e v el 1 5 6 -1 5 9 ,	i. e.	 all-o r -n o n e	 r e s p o n s e.	 	
St u di e s	 of 	T	 c ell s 	r e v e al e d	 t h at ,	 o n	 o n e	 h a n d,	di git al	 si g n ali n g	 e n a bl e s	 a	 r a pi d	
a n d	 s e n siti v e	 r e s p o n s e	t o	 sti m ul ati o n	 e x c e e di n g	t h e	t h r e s h ol d;	 o n	t h e	 ot h e r	 h a n d,	
it	 p r e v e nt s 	 s p u ri o u s	 T	 c ell	 a cti v ati o n	 u n d e r 	 w e a k	 sti m ul ati o n s 1 5 8 .	 I n	 n e u r o n s,	
di git al	 si g n ali n g	 c o ul d	 i nt e g r at e	  m ulti pl e	 i n p ut s	 i nt o	 all -o r -n o n e	 a cti o n	
p ot e nti al s 1 6 0 .	T h e	 T G F β -i n d u c e d	 all -o r -n o n e	  G 1	 a r r e st	 r e s p o n s e 	c o ul d	 b e	 c riti c al	
f o r	 d efi ni n g	 s h a r p	 t h r e s h ol d	 of	 sti m ul ati o n s.	 It	 p r e v e nt s	 c ell s	 b ei n g	 aff e ct e d	 b y	
w e a k	 sti m ul ati o n	 ( n oi s e	 f r o m	 ot h e r	 si g n ali n g	 p at h w a y s)	 w hil e	 p r e s e r vi n g	 t h ei r	
hi g h	 s e n sit i vit y	 t o	 st r o n g	 sti m ul ati o n s.	 M o r e o v e r,	 t h e	 si n gl e	 c ell s	 c o ul d	 b e	 “ o n”	 o r	
“ off”	i n	 r e s p o n s e	t o	t h e	 s a m e	 d o s e	 of	 T G F β 	t r e at m e nt	 a n d	t h e	 “ off”	 c ell s	 a r e	 a bl e	t o	
e s c a p e	f r o m	 c yt o st ati c	 eff e ct	 of	 T G F β .	T hi s 	c o ul d	 all o w	 s o m e	 c ell s	 t o	 s u r vi v e	f r o m	
t h e	 c yt o st ati c	eff e ct .		
N ot a bl y,	 alt h o u g h	 t h e	 c ell s	  w e r e	 t r e at e d	  wit h	 3 h	  T G F β	 i n	 t hi s	  w o r k,	 t h e	 G 1	
a r r e st	 r e s p o n s e	 c o ul d	 l a st	 f o r 	 3 0 h	 -7 0 h.	  H o w	 t h e	 c ell s	 ‘ r e m e m b e r’	 a	 t r a n si e nt	
diff e r e nti ati o n	 sti m ul u s	 h a s	 b e e n	 i n v e sti g at e d	 f o r	 d e c a d e s.	 T o	 a n s w e r	 t hi s	
q u e sti o n,	 M o n n d	 a n d	 J a c o b	 p r o p o s e d	 si x	 p o s si bl e	 t y p e s	 of	 si g n al	 t r a n s d u cti o n	
ci r c uit s,	  w hi c h	  w e r e	 v a ri ati o n s	 of	 a	 d o u bl e -n e g ati v e	 f e e d b a c k	 ci r c u it1 6 1 .	  B e si d e s	
d o u bl e -n e g ati v e	f e e d b a c k	 ci r c uit s,	t h e	 s elf -s u st ai ni n g	 p att e r n s	 ( g e n e	 e x p r e s si o n	 o r	
p r ot ei n	 a cti vit y)	 c o ul d	 al s o	 b e	 a c hi e v e d	 b y	 p o siti v e	 f e e d b a c k	 ci r c uit s 1 6 2 .	  T h o s e	
s y st e m s	 c a n	t o g gl e	 b et w e e n	t w o	 st a bl e	 st at e s	 (‘’ o n”	 o r	 “ off”)	 b ut	 w o ul d	 n ot	 r e st	i n	
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C h a pt e r	 7 	S u m m a r y	 a n d	 di s c u s si o n 		
	1 0 2 	
c o m pl et el y	 r e c o v e r e d	 t h ei r	 c a p a cit y	 t o	 r e s p o n d	 t o	 T G F β	 ( S m a d 2	 p h o s p h o r yl ati o n	
c o ul d	 b e 	i n d u c e d)1 7 4 .	
H o w e v e r,	 alt h o u g h	 t h e	 r e c e pt o r s	 r e c o v e r e d	 at	 1 2 h 1 7 4 ,	 w e	 f o u n d	 t h at	 t h e	
c yt o st ati c	 r e s p o n s e	 t o 	T G F β	  w a s	 n ot	 r e c o v e r e d	 e v e n	 at	 2 3 h	 aft e r	 li g a n d	 r e m o v al	
(C h a pt e r	 5 :5. 3	 ).	 T h u s	 t h e r e	 e xi st	 r e g ul ati o n s	 o n	 ot h e r	 si g n ali n g	 r e a cti o n s	t h a n	t h e	
li g a n d-r e c e pt o r	 bi n di n g	 t h at	 r e s ult	 i n 	 t h e	 r ef r a ct o r y	 b e h a vi o r 	 of 	 c yt o st ati c	
r e s p o n s e .	T h e	 m ol e c ul a r	 m e c h a ni s m 	r e m ai n s	t o	 b e	 u n r a v el e d.	 S o m e	 n o n -c a n o ni c al	
si g n ali n g	 p at h w a y s	( S m a d	i n d e p e n d e nt )	o r 	n e g ati v e	f e e d b a c k s	 c o ul d	 b e	i n v ol v e d. 	
7. 5	  C o m p ari s o n	 of	 T G F β 	a n d	 D N A	 d a m a g e	i n d u c e d	 c ell -c y cl e	 arr e st	 	
It	s h o ul d	 b e	 n ot e d	t h at	 p 2 1	i s	 al s o	 a	 d o w n st r e a m	t a r g et	i n	 p 5 3	 si g n ali n g,	 w hi c h	
i s	 a cti v at e d	 b y	  D N A	 d a m a g e.	 Alt h o u g h	 t r a n s c ri pti o n al	 a cti v ati o n	 of	 p 2 1	 a n d	 c ell -
c y cl e	 a r r e st 	a r e 	i n d u c e d	 b y	 b ot h	D N A	 d a m a g e 	a n d	 T G F β,	 T G F β	 s p e cifi c all y	 i n d u c e s	
p 2 1	 t h r o u g h 	a	 p 5 3 -i n d e p e n d e nt	 m e c h a ni s m1 7 5 ,	 w hi c h	 di sti n g ui s h e s	 t h e	 c ell	 c y cl e	
c o nt r ol	 b y	 T G F β	f r o m	 t h at	 b y	 st r e s s. 	T h e r e	 a r e	 s e v e r al	 c h a r a ct e ri sti c s	 di sti n g ui s h	
t h e	 c ell	 c y cl e	 a r r e st 	i n d u c e d	 b y	 T G F β 	f r o m	 t h at	 i n d u c e d	 b y	  D N A	 d a m a g e	 (T a bl e	
7 -1 ).	
T a bl e	 7 -1 	C o m p a ri s o n	 of	 c ell	 c y cl e	 a r r e st	i n d u c e d 	b y	 T G F β	 o r	 D N A	 d a m a g e 	
 T G F β  D N A d a m a g e  
Ai m  T o k e e p h o m e o st a si s          of t h e p o p ul ati o n 9  
T o r e p ai r t h e D N A i n 
i n di vi d u al c ells 1 7 6  
C ell - c y cl e o u t c o m e s  G 1 a r r e st  G 1, S a n d G 2 / M a r r e st 1 7 7  
M o s t s e n si ti v e p h a s e  G 1  p h a s e  G 2  p h a s e 1 7 7  
C ell i n r e f r a c t o r y s t a t e 
a f t e r o n e s ti m ul a ti o n  Y e s  - 
	
Fi r stl y,	 t h e	 T G F β -i n d u c e d	c ell -c y cl e 	a r r e st	 pl a y s	 a n	 e s s e nti al	 r ol e	 i n	 k e e pi n g	
h o m e o st a si s	 of	 t h e	 p o p ul ati o n 9 .	  W hil e	 t h e	 D N A	 d a m a g e 	 d el a y s	 t h e	 c ell -c y cl e	
p r o g r e s si o n	t o	 r e p ai r	 D N A	i n	i n di vi d u al	 c ell s 1 7 6 .	 S e c o n dl y,	c ell s	t r e at e d	 wit h	 T G F β 	
a r e	 a r r e st e d	 i n	  G 1	 p h a s e.	  W hil e	 c ell s	 a r e	 a r r e st e d	 i m m e di at el y	 i n	 eit h e r	  G 1,	 S	 o r	
G 2 / M	 p h a s e	 b y	 D N A	 d a m a g e 1 7 7 .	T hi r dl y,	 c ell s	 i n	  G 1	 p h a s e	 a r e	  m o st	 s e n siti v e	 t o	
T G F β .	  W hil e	 c ell s	 i n	  G 2	 p h a s e	 s h o w	 t h e 	 hi g h e st 	 s e n siti vit y 	 t o	  D N A	 d a m a g e1 7 7 .	
F o u rt hl y ,	aft e r	 o n e	 p ul s e 	of	 T G F β 	sti m ul ati o n,	t h e	 c ell s 	a r e	i n	 a	 r ef r a ct o r y	 st at e	 a n d	
a r e	 n ot	 aff e ct e d	 b y 	a n ot h e r	 p ul s e	 of	 T G F β 	t r e at m e nt	d u ri n g 	a	 p e ri o d	 o v e r	 o n e 	o r	
t w o	 c ell	 c y cl e	 p h a s e s 	 (Fi g u r e	 5 .1 4 ).	  W hil e	 D N A	 d a m a g e	 al w a y s	 a cti v at e s	
c h e c k p oi nt s	i n	 e a c h	 c ell	 c y cl e	 p h a s e	 a n d	 d el a y s	 c ell -c y cl e	 p r o g r e s si o n. 	
	
7. 6	 	M o d el	 p r e di cti o n	 g ui d e s	 e x p e ri m e nt al	 d e si g n 	
	 1 0 3 	
I n	t h e	f ut u r e	 st u di e s,	in v e sti g ati o n	 o n	t h e	 u p st r e a m	 T G F β 	si g n ali n g	i s	 c r u ci al	t o	
u n r a v el	t h e	 m ol e c ul a r	 m e c h a ni s m	 of	 T G F β -i n d u c e d	c ell -c y cl e	 a r r e st. 	
7. 6	  M o d el	 pr e di cti o n	 g ui d e s 	e x p eri m e nt al	 d e si g n 	
W e	 e m pl o y e d	 P B M 	 a n d	 C A M	 t o	 d e s c ri b e	 t h e	 c ell	 c y cl e	 a n d	 v ali d at e 	 s o m e	
h y p ot h e s e s	 o n	 T G F β -i n d u c e d	 G 1	 a r r e st.	 C o m bi ni n g	  m o d el	 p r e di cti o n	 a n d	
e x p e ri m e nt al	 c o nfi r m ati o n,	  w e	 f o u n d	 s e v e r al	 c r u ci al	 c h a r a ct e r i sti cs	 of	 t h e	 T G F β -
i n d u c e d	G 1	 a r r e st .		
M o d el	 p r e di cti o n s 	o f	i n h e rit a bl e	 G 1	 a r r e st	i n s pi r e d	u s	 t o 	i n v e sti g at e	 t h e	p h a s e	
d u r ati o n s	 o v e r 	t w o	 c ell	 c y cl e s	 ( C h a pt e r	 4 :	4. 1	 ).	I n	 a d diti o n,	 m o d el	 p r e di cti o n	 of	
i n s e n siti v e	 d u r ati o n	i n s pi r e d	u s	 t o 	i n v e sti g at e	 t h e	st r at e g y	 of	 c ell s	 t o	 e s c a p e	f r o m	
t h e	 g r o wt h	i n hi bit o r y	 eff e ct	 of	T G F β 	(C h a pt e r	 5 :5. 3	 ).		
M o d eli n g	 n ot 	o nl y	i n s pi r e s 	u s	t o	 d e si g n	 e x p e ri m e nt s 	t o	t e st	 m o d el	 p r e di cti o n s,	
b ut	 al s o	 p r o vi d e s 	n e w	 p e r s p e cti v e s 	t o	 g r a s p	t h e	i nf o r m ati o n	f r o m	t h e	 dat a .	
F r o m	 e x p e ri m e nt s,	 w e	 k n o w	 t h at	t h e	 a d diti o n	 of	T G F β 	i n d u c e s	a	 l a r g e r	f r a cti o n	
of	 c ell s	i n	 G 1	 p h a s e	 a n d	 f o u r	 gr o u p s	 of	 a r r e st e d	 c ell s	 ( Sti m ul at e d	 at	 G 1	 o r	 S / G 2 / M	
p h a s e:	 T e m p A r r e st	 o r	 P e r m A r r e st). 	B ut	it	i s	 diffi c ult	 t o	 d et e r mi n e	t h e	 c o nt ri b uti o n	
of	 e a c h	 g r o u p	 t o	 t h e	 t e m p o r al	 d y n a mi c s	 of	  G 1	 f r a cti o n.	H o w e v e r,	  w e	 c a n	 e a sil y	
e x pl o r e	it	 b y	 m at h e m ati c al	 m o d eli n g 	(Fi g u r e	 7 .4 ).		
T h e	 r e s ult	 of	 p a r a m et e r	 s c a n ni n g	i n di c at e s 	t h at	 t h e	i n c r e a s e	of	 G 1	f r a cti o n s 	i n	
1 0 h	 aft e r	 sti m ul ati o n	i s	 m ai nl y	 c a u s e d	 b y	 a r r e st e d	 c ell s	 t h at	 a r e	 sti m ul at e d	 i n	 G 1	
p h a s e	 ( p 1	 a n d	 p 2,	 Fi g u r e	 7 .4 A	 a n d	 B),	 w hil e	t h e	 p e a k	 at	 2 0 h	i s	 m ai nl y	t h e	 r e s ult	 of	
a r r e st e d	 c ell s	 t h at	 a r e	t r e at e d	i n	 S / G 2 / M	 p h a s e	(p 3	 a n d	 p 4,	 Fi g u r e	 7 .4 C	 a n d	 D). 	
I n	 a d diti o n,	  mat h e m ati c al	  m o d eli n g	 st r o n gl y	 s u p p o rt s	 t h e	 e xi st e n c e	 of	
i n h e rit a bl e,	 d el a y e d	  G 1	 a r r e st.	 A s s u mi n g	 t h at	 c ell s	 at	 S / G 2 / M	 p h a s e	 d o	 n ot	
r e s p o n d,	 w e	 s et	 p 3	 a n d	 p 4	t o	 z e r o s.	 W h e n	 v a r yi n g	t h e	 p 1	 o r	 p 2,	 G 1	f r a cti o n	i n 	t h e	
si m ul ati o n	 al w a y s	 d r o p s	 b a c k	t o	 t h e	i niti al	l e v el	i n	 2 0 h,	 e v e n	f o r	 c o n diti o n s	t h at	 all	
G 1	 c ell s	 a r e	 p e r m a n e ntl y	 a r r e st e d	 (i. e.	 p 2 = 1 	 i n	 Fi g u r e	 7 .4 B ). H o w e v e r,	
e x p e ri m e nt al	 r e s ult s	 s h o w	 t h at	 t h e	  G 1	 f r a cti o n	 r e m ai n s	 at	 hi g h	 l e v el s	 at	 2 0 h	 f o r	
T G F β	 c o n c e nt r ati o n s	 o v e r	 5 p M	 ( Fi g u r e	 2 .8 A ).	T hi s	 hi g h e r	 l e v el	 of	  G 1	 f r a cti o n	 i s	
c a u s e d 	b y	 t h e	 p o rti o n	 of	 c ell s	 sti m ul at e d	 at	 S / G 2 / M	 p h a s e,	 w hi c h	i s	 c o nfi r m e d	 b y	
si m ul ati o n s	i n	 w hi c h	 p 3	 o r	 p 4	 w a s	 v a ri e d,	l e a di n g	 t o	 m a xi m al	 G 1	 f r a cti o n	 at	 2 0 h	
(Fi g u r e	 7 .4 C	 a n d	 D). 	T h e s e	 r e s ult s	 v e rifi e d	t h e	 e xi st e n c e	 of	i n h e rit a bl e,	 d el a y e d	 G 1	
a r r e st	f r o m	t h e	 m o d eli n g	 p e r s p e cti v e. 	
	
C h a pt e r	 7 	S u m m a r y	 a n d	 di s c u s si o n 		
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Fi g u r e	 7 .4  P a r a m et e r  s c a n ni n g  r e s ult s  f o r  t h e f o u r A P  p a r a m et e r s  (T G F β  d o s e d e p e n d e nt ) i n 
P B M .	T h e	 d ef a ult	 v al u e s	 of	 p 1 -p 4	 a r e	 0.	  E a c h	 of	 p 1	 ( A ),	 p 2	 ( B ),	 p 3	 ( C)	 a n d	 p 4	 ( D )	  w a s	 s c a n n e d	
b et w e e n	 0	 a n d	 1	 i n d e p e n d e ntl y;	si m ul ati o n	 r e s ult s	  w e r e	 r e c o r d e d	 a n d	 t h e	 G 1	 f r a cti o n 	o v e r	 ti m e	
w e r e 	c al c ul at e d	 r e s p e cti v el y. 	
W h at’ s	 m o r e,	 t h e	 si m ul ati o n s 	al s o	 p r o vi d e 	r ef e r e n c e	 o n	 c h o o si n g	 p r o p e r	 ti m e -
p oi nt s	f o r	 e x p e ri m e nt al	 m e a s u r e m e nt.	 K n o wi n g	t h e	 d o u bli n g	ti m e	 of	t h e	 c ell s,	 w e	
c o ul d	 p r e di ct	 t h e	 li g a n d -i n d u c e d	 o s cill ati o n	 of	  G 1	 f r a cti o n.	 W h e n	 d e si g n 	
e x p e ri m e nt s,	  w e	 c o ul d	 c h o o s e	 t h e	 p r o p e r	 ti m e	 p oi nt s	 t o	  m e a s u r e	 s a m pl e s	
a c c o r di n g	 t o	 t h e	  m o d el	 p r e di cti o n s.	 F o r	 i n st a n c e,	 if	  w e	  w o ul d	 li k e	 t o	 s c r e e n	
m ut a nt s 	t h at	 i nt e r r u pt/ e n h a n c e	 t h e	 eff e ct	 of 	T G F β -i n d u c e d	G 1	 a r r e st,	 w e	 c o ul d	
t a k e	t h e	 s a m pl e s	 a r o u n d	 1 0 h	 o r	 2 0 h	 aft e r	li g a n d	t r e at m e nt	t o	 m e a s u r e	f r a cti o n s	 of	
c ell s	 i n	  G 1	 p h a s e,	  w hi c h	 s h o w	 t h e	 m a xi m u m	 l e v el	 of	  G 1	 f r a cti o n	 c a u s e d	 b y	
a r r e st e d 	c ell s	 sti m ul at e d 	i n	 G 1	(Fi g u r e	 7 .4 A	 a n d	 B) 	o r	 S / G 2 / M	 p h a s e 	(Fi g u r e	 7 .4 C	
a n d	 D) ,	 r e s p e cti v el y.	
7. 7	  O utl o o k 	
I n	 t hi s	 st u d y,	  w e	 p r o vi d e	 a	 P 2 S	 f r a m e w o r k	 t o	 f a cilit at e	 e xpl o ri n g	 hi d d e n	
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C h a p t e r	 7	S u m m a r y	 a n d	 di s c u s si o n 		
	1 0 6 	
B y	 u si n g	 t h e	 P 2 S	 f r a m e w o r k ,	  w e	c o ul d	 n ot	 o nl y 	i d e ntif y	t h e	 g e n e s	 r el at e d 	t o	
T G F β -i n d u c e d	G 1	 a r r e st,	 b ut	 al s o	 di sti n g ui s h	t h e m	 b y	t h ei r	 s p e cifi c	t a r g et s,	 e. g., 	w e	
c o ul d	f i nd	 o ut	 p h a s e -d e p e n d e nt	 g e n e s / p r ot ei n s	 n et w o r k s	 t a r g et e d	 b y	T G F β ,	 b a s e d	
o n	 t h e 	 p 1 / p 2 -r el at e d	 g e n e s	 a n d 	 p 3 / p 4 -r el at e d	 g e n e s 	 i d e ntifi e d	 b y	 t h e	 P 2 S	
f r a m e w o r k,	 w hi c h	 a r e	 i n v ol v e d	 i n	  G 1	 a n d	 S / G 2 / M	 p h a s e	 d e p e n d e nt	 r e s p o n s e,	
r e s p e cti v el y. 	
F u rt h e r ,	 thi s 	f r a m e w o r k	n ot	 o nl y	 b e n efit s	 st u di e s	 o n	  T G F β	 si g n ali n g,	 b ut	 c a n	
al s o	 b e	 g e n e r ali z e d	 t o	 ot h e r	 c yt o st ati c	 f a ct o r s,	 a n d	 p ot e nti al	 f o r	 hi g h -t h r o u g h p ut	
c yt o st ati c	 d r u g	 s c r e e ni n g. 	 M o r e o v e r,	 b y	  m o dif yi n g	 t h e	 P 2 S	 a n d	 i n c o r p o r ati n g	
p r ot ei n -p r ot ei n	 i nt e r a cti n g	 n et w o r k s,	 it	 i s	p o s si bl e	 t o	 d e s c ri b e	 a n d	 e v e n	 p r e di ct	
t h e	 d y n a mi c s	of	  m ol e c ul a r	 e v e nt s 	( e. g.	 a cti viti e s	 of	 C D K s,	 ci r c a di a n	 g e n e s ,	 st r e s s	
r e s p o n s e	f a ct o r s )	d u ri n g	 t h e	 c ell	 c y cl e	 p r o g r e s si o n ,	 p r o vi di n g	 a	 p o w e rf ul	 a n al y si s	
t o ol	fo r	 m a n y	 b a si c / a p pli e d	 r e s e a r c h e s .	
Alt o g et h e r, 	 t hi s	  w o r k	 b ri n g s	 n o v el	 i n si g hts 	 i nt o	 t h e	 T G F β -i n d u c e d	 c ell	 c y cl e	
a r r e st	 a n d	 p r o vi d e s	 t o ol s	 t o	 i n v e sti g at e	 si n gl e	 c ell	 b e h a vi o r,	 b e n efiti n g	 f ut u r e	
st u di e s	 o n	 c yt o st ati c	 r e s p o n s e s,	 a s	 w ell	 a s	 d e v el o p m e nt	 of	t h e r a p e uti c al	 st r at e gi e s	
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8. 1	  C ell	 c ult ur e 	
H a C a T	 c ell s	  w e r e	 c ult u r e d	 i n	  D ul b e c c o' s	  M o difi e d	 E a gl e	  M e di u m	 ( Gi b c o,	
C at al o g	  # 2 1 9 6 9 -0 3 5)	  wit h	 1 0 %	 f et al	 b o vi n e	 s e r u m	 ( M e r c k	  Bi o c h r o m,	 C at al o g	
# S 0 6 1 5),	 2	 m M	 L -Gl ut a mi n e	( Gi b c o,	 C at al o g	 # 2 5 0 3 0 -0 2 4),	 1 0 0	 u nit s / m L	 p e ni cilli n	
a n d	 1 0 0	 μ g / m L	 st r e pt o m y ci n	( Gi b c o, 	C at al o g	 # 1 5 1 4 0 -1 2 2)	 at	 3 7	° C	 a n d	 i n	5 %	 C O 2.	 	
H E K 2 9 3 T 	 c ell s	  w e r e	 c ult u r e d	 i n	  D ul b e c c o’ s	  M o difi e d	 E a gl e	  M e di u m	 ( L o n z a,	
C at al o g	  # B E 1 2 −	 7 0 7 F)	  wit h	 1 0 %	 f et al	 b o vi n e	 s e r u m	 ( M e r c k	  Bi o c h r o m,	 C at al o g	
# S 0 6 1 5),	 2	  m M	 L -Gl ut a mi n e	 ( Gi b c o,	 C at al o g	  # 2 5 0 3 0 − 0 2 4),	 1 0 0	 u nit s / m L	
p e ni cilli n	 a n d	 1 0 0	 μ g / m L	 st r e pt o m y ci n	 ( Gi b c o,	 C at al o g	 # 1 5 1 4 0 − 1 2 2)	 at	 3 7	 ° C	 a n d	
5 %	 C O 2. 	
8. 2	  Pl a s mi d	 p r e p ar ati o n	
T h e	 pl a s mi d s	 of	 p C SII -E F -m C h e r r y -h G e mi ni n( 1 / 1 1 0)	 i s	 a	 gift	 f r o m	 P r of.	
At s u s hi	 Mi y a w a ki( B r ai n	 S ci e n c e	I n stit ut e,	 RI K E N).	 p R E X -H 2 B -E C F P -I R E S-B S D	 w a s	
c o n st r u ct e d	 b y	 Y u c h a o	 Li.	 T o	 g e n e r at e	 p R E X -H 2 B -E C F P -I R E S-B S D,	 t h e	 E Y F P -
S m a d 2	 o n	 t h e	 p R E X -E Y F P -S m a d 2 -I R E S-B S D	 ( a	 gift	 f r o m	 P r of. 	 X u e d o n g	 Li u,	
U ni v e r sit y	 of	 C ol o r a d o	  B o ul d e r)	  w a s	 r e pl a c e d	  wit h	 t h e	  H 2 B -E C F P	 o n	 t h e	 p C M V -
H 2 B -E C F P	 ( a	 gift	 f r o m	  D r.	 Ji a n yi n g	 Y a n g ,	  U ni v e r sit y	 of	 F r ei b u r g).	 Pl a s mi d s	 f o r	
l e nti vi r u s	 pr o d u cti o n	 ( p C M V -V S V -G,	 p M D L g / p R R E	 a n d	 p R S V -R e v)	 a n d	 r et r o vi r u s	
p r o d u cti o n	( p C L -A m p h o)	 w e r e	 all	 ki n dl y	 p r o vi d e d	 b y	 P r of.	 D r.	 X u e d o n g	 Li u. 	
8. 3	  R etr o vir u s	 a n d	 L e nti vir u s	 pr o d u cti o n 	
T o	 g e n e r at e	 r et r o vi r u s	f o r	 st a bl y	t r a n s d u ci n g	t h e	 H 2 B -E C F P,	 H E K 2 9 3 T	 c ell s	f o r	
P a c k a gi n g	  w e r e	 pl at e d	 o nt o	 6 0	  m m	 di s h e s 	( G r ei n e r	  Bi o-O n e,	 C at al o g	  # 6 2 8 1 6 0)	
o n e	 d a y	 b ef o r e	 b ei n g	 c ot r a n sf e ct e d	  wit h	 p R E X -H 2 B -E C F P -I R E S-B S D	 a n d	 p C L -
A m p h o	 u si n g	 Li p of e ct a mi n e	 3 0 0 0(I n vit r o g e n)	 f oll o wi n g	 t h e	  m a n uf a ct u r e r’ s	
p r ot o c ol.	 4 8	 h o u r s	 aft e r	 t r a n sf e cti o n,	 m e d i u m	 c o nt ai ni n g	 r et r o vi r al	 p a rti cl e s	 w a s	
filt e r e d	t h r o u g h	 0. 4 5 μ m	 s y ri n g e	filt e r s	( C a rl	 R ot h,	 C at al o g	 # X H 4 3. 1).	 L e nti vi r u s	f o r	
m C h e r r y -h G e mi ni n	 ( 1 / 1 1 0)	 t r a n s d u cti o n	  w e r e	 p r e p a r e d	 i n	 t h e	 s a m e	  w a y	 b y	
c ot r a n sf e cti n g	 t h e	 p C SII -E F -m C h e r r y -h G e mi ni n( 1 / 1 1 0)	 pl a s mi d	 wit h	 l e nti vi r al	
p a c k a gi n g	 a n d	 e n v el o p e	 pl a s mi d s	 ( p C M V -V S V -G,	 p M D L g / p R R E	 a n d	 p R S V -R e v).	
Vi r al	 s u p e r n at a nt	  w a s	 u s e d 	f o r	 t r a n s d u cti o n	 i m m e di at el y,	 o r	 k e pt	 i n	 − 8 0	 ° C	
f r e e z e r	f o r	l o n g-t e r m	 st o r a g e.	
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8. 4	  St a bl e	 c ell	li n e	 c o n str u cti o n 	
T h e	 st a bl e	 E Y F P -S m a d 2	 e x p r e s si n g	 H a C a T	 c ell	li n e	 w a s	 o bt ai n e d	f r o m	 t h e	l a b	
of	 P r of.	 X u e d o n g 	 Li u	 ( U ni v e r sit y	 of	 C ol o r a d o	  B o ul d e r).	 	  W e	 g e n e r at e d	 st a bl e	
H a C a T	 c ell	li n e s	 c o -e x p r e s si n g	 E Y F P -S m a d 2,	 H 2 B -E C F P	 a n d	 m C h e r r y -h G e mi ni n	 b y	
s e q u e nti al	 t r a n s d u cti o n	 of	 t h e	 a b o v e	 r et r o vi r u s	 a n d	 l e nti vi r u s .	 F o r	 vi r al	
t r a n s d u cti o n,	 t a r g et	 c ell s	  w e r e	 pl at e d	 o nt o	 1 0 0	  m m	 di s h e s	 ( G r ei n e r	  Bi o -O n e,	
C at al o g	  # 6 6 4 1 6 0).	  Aft e r	 o v e r ni g ht	 i n c u b ati o n,	 t r a n s d u cti o n	  w a s	 p e rf o r m e d	 b y	
a p pl yi n g	 t h e	 vi r al	 s u p e r n at a nt	 s u p pl e m e nt e d	 wit h	 8	 μ g / m L	 of	 P ol y b r e n e	 ( M e r c k	
C h e mi c al s,	 C at a l o g	  # T R-1 0 0 3 -G).	 Si n gl e	 c ol o n y	 i s ol ati o n	  w a s	 p e rf o r m e d	 b y	 fl o w	
c yt o m et r y	 s o rti n g	 a n d	 c o nfi r m e d	 b y	li v e	 c ell	i m a gi n g. 	
8. 5	  Fl u or e s c e n c e -a cti v at e d	 c ell	 s orti n g	( F A C S) 	
C ult u r e d	 c ell s	  w e r e	 t r y p si ni z e d	 a n d	 s u s p e n d e d	 at	 a	 c o n c e nt r ati o n	 of	  ~	 1	
milli o n	 c ell s 	p e r	 1	  ml 	in	 D ul b e c c o' s	  M o difi e d	 E a gl e	  M e di u m	 l a c ki n g	 p h e n ol	 r e d	
( Gi b c o,	 C at al o g	  # 3 1 0 5 3 -0 2 8),	 c o nt ai ni n g 	 1 0 %	 f et al	 b o vi n e	 s e r u m	 ( M e r c k	
Bi o c h r o m,	 C at al o g	 # S 0 6 1 5),	 2	 m M	 L -Gl ut a mi n e	 ( Gi b c o,	 C at al o g	 # 2 5 0 3 0 -0 2 4),	 1 0 0	
u nit s / m L	 p e ni cilli n	 a n d	 1 0 0	 μ g / m L	 st r e pt o m y ci n	( Gi b c o,	 C at al o g	 # 1 5 1 4 0 -1 2 2). 	All	
t h e	 s a m pl e s	  w e r e	  m e a s u r e d	 b y	  B D	 F A C S	  A ri a	 II	 fl o w	 c yt o m et e r	 ( B D	  Bi o c si e n c e s,	
S a n	 J o s e,	  U S A).	 4 5 8 n m	 l a s e r	 a n d	 4 7 3 / 1 0 	filt e r	  w e r e	 u s e d	 f o r	 E C F P ,	4 8 8 n m	 l a s e r	
a n d	 5 4 2 / 2 7 	filt e r	 w e r e	 u s e d	 f o r	 E Y F P,	 5 6 1 n m	l a s e r	 a n d	 6 1 5 / 2 5 	filt e r	 w e r e	 u s ed	
f o r	 m C h e r r y.	T h e	 d at a	 w a s	 a n al y z e d	 b y	t h e	 F A C S Di v a T M	 s oft w a r e 	(V e r si o n	 6. 1. 3 ).		
W h e n	 s o rti n g	 c ell s,	 Pl a s m o ci n	 T M 	P r o p h yl a cti c	 (I n vi v o G e n,	 C at al o g	  # a nt -m p p)	
w a s	 s u p pli e d	 at	 a	fi n al	 c o n c e nt r ati o n	 of	 5	 μ g / ml	f o r	t h e	 p r e v e nti o n	 of	 m y c o pl a s m a	
c o nt a mi n ati o n. 	
8. 6	  D R A Q 5	 st ai ni n g 		
C ell s	  w e r e	 s e e d e d	 i n	 t h e	 T 7 5	 fl a s k	 ( g r ei n e r	 bi o -o n e,	 C at al o g	  # 6 5 8 1 7 5 )	 a n d	
i n c u b at e d	 o v e r ni g ht.	 S a m pl e s	  w e r e	 t a k e n	 o ut	 of	 t h e	 i n c u b at o r	 aft e r	 i n di c at e d	
sti m ul ati o n	 c o n diti o n s	 a n d	  w a s h e d	 b y	  D P B S	 ( Gi b c o,	 C at al o g	  # 1 4 1 9 0 -0 9 4)	 f o r	
t h r e e	 ti m e s	 f oll o w e d	 b y	 t r e at m e nt	 of	  T ri s-E D T A	 b uff e r	 ( Si g m a -al d ri c h,	 C at al o g	
# 9 3 2 8 3)	 f o r	 1 0 mi n.	  Aft e r	 t h at,	 c ell s	  w e r e	 t r y si ni z e d	 b y	 t r y p si n -E D T A	 ( gi b c o,	
C at al o g	 # 2 5 3 0 0)	f o r	 3	 mi n	 a n d	 s u s p e n d e d	 at	 a	 c o n c e nt r ati o n	 of	 4	 ×	 1 0 5 	c ell s / m L	 i n	
D ul b e c c o' s	  M o difi e d	 E a gl e	  M e di u m	 l a c ki n g	 p h e n ol	 r e d	 ( Gi b c o,	 C at al o g	  # 3 1 0 5 3 -
0 2 8),	 c o nt ai ni n g 	1 0 %	 f et al	 b o vi n e	 s e r u m	 ( M e r c k	  Bi o c h r o m,	 C at al o g	  # S 0 6 1 5),	 2	
m M	 L -Gl ut a mi n e	 ( Gi b c o,	 C at al o g	  # 2 5 0 3 0 -0 2 4),	 1 0 0	 u nit s / m L	 p e ni cilli n	 a n d	 1 0 0	
μ g / m L	 st r e pt o m y ci n	 ( Gi b c o,	 C at al o g	  # 1 5 1 4 0 -1 2 2). 	T h e	 s a m pl e s 	w e r e	 i n c u b at e d	
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wit h 	4 0 μ M 	D R A Q 5	 s ol uti o n	 ( B D	 bi o s ci e n c e s,	 C at al o g	 # 5 6 4 9 0 3)	 f o r	 3 0 mi n	 at	 r o o m	
t e m p e r at u r e.	A ft e r	t h at,	 c ell s	 w e r e	 a n al y z e d	 di r e ctl y	 wit h o ut	f u rt h e r	 w a s hi n g.		
C ell s	 w e r e	 a n al y z e d	 u si n g	 B D	 F A C S	 A ri a	II	fl o w	 c yt o m et e r	 ( B D	 Bi o c si e n c e s,	 S a n	
J o s e,	 U S A).	m C h e r r y	 w a s	 e x cit e d	 b y	 a	 5 6 1	 n m	l a s e r	li n e,	 a n d	 D R A Q 5	 w a s	 e x cit e d	 b y	
a	 6 3 3	 n m	l a s e r	li n e.	 Fl u o r e s c e n c e	 si g n al s	 w e r e	 c oll e ct e d	 at	 6 1 5	 n m	 ( 6 1 5 / 2 5)	 f o r	
m C h e r r y	 a n d	 at	 7 1 0	 n m	 ( 7 1 0 /	 5 0)	 f o r	  D R A Q 5.	  T h e	 d at a	  w e r e	 a n al y z e d	 u si n g	
Fl o wJ o	 s oft w a r e	( V e r si o n	 1 0. 4. 1) .			
8. 7	  I m m u n ofl u or e s c e n c e	
C ell s	 w e r e	 s e e d e d	i n	 t h e	 µ -Sli d e	 8	 W ell	 (i bi di,	 C at al o g	 # 8 0 8 2 6)	 a n d	i n c u b at e d	
o v e r ni g ht.	 S a m pl e s	  w e r e	 t a k e n	 o ut	 of	 t h e	 i n c u b at o r	 aft e r	 i n di c at e d	 sti m ul ati o n	
c o n diti o n s	 a n d	  w a s h e d	 b y	  D P B S	 ( Gi b c o,	 C at al o g	  # 1 4 1 9 0 -0 9 4)	 f o r	 t h r e e	 ti m e s	
f oll o w e d	 b y	 fi x ati o n	 i n	 4 %	 P F A	 f o r	 1 0	  mi n ut e s.	 P e r m e a bili z ati o n	  w a s	 p e rf o r m e d	
wit h	 p r e -c hill e d	 1 0 0 %	  m et h a n ol	 f o r	 1 0	  mi n ut e s	 aft e r	 a n ot h e r	  D P B S	  w a s hi n g	
(t h r e e	 ti m e s).	 S a m pl e s	  w e r e	 bl o c k e d	 i n	 P B S	 Fi s h	  G el	 ( R O C K L A N D,	 C at al o g	  # M B -
0 6 6 -0 1 0 0) 	 o v e r ni g ht	 at	 4° C.	  Aft e r	 t h at,	 s a m pl e s	  w e r e	 i n c u b at e d	  wit h	 p ri m a r y	
a nti b o d y	 f o r	 1 h	 at	 r o o m	 t e m p e r at u r e,	  w a s h e d	 b y	  D P B S	 t h r e e	 ti m e s,	 a n d	 t h e n	
i n c u b at e d	  wit h	 s e c o n d a r y	 a nti b o d y	 f o r	 1 h	 at	 r o o m	 t e m p e r at u r e.	  T h e	 p ri m a r y	
a nti b o d y 	 u s e d	 i n	 t hi s	  w o r k:	 p 2 1	  W af 1 / Ci p 1	 ( 1 2 D 1) 	 p ri m a r y	 a nti b o d y	 ( C ell	
Si g n ali n g,	 C at al o g	 # 2 9 4 7 T )	 wit h	 a	 dil uti o n	 of	 1:4 0 0.	 T h e	 S e c o n d a r y	 a nti b o d y 	u s e d	
w a s	 t h e	  A nti -R a b bit 	I g G	 ( H + L),	 F(a b') 2	 F r a g m e nt	 ( Al e x a	 Fl u o r ®	 6 4 7 	C o nj u g at e) 	
( C ell	 Si g n ali n g,	 C at al o g	 #	 4 4 1 4 ,	 dil uti o n:	 1: 5 0 0).	Aft e r	 b ei n g	 w a s h e d	 b y	 D P B S	t h r e e	
ti m e s,	t h e	 s a m pl e s	 w e r e	i m a g e d	i n	 m o u nti n g	 m e di u m	(i bi di,	 C at al o g	 #	 5 0 0 0 1).		
I m a g e s	  w e r e	 a c q ui r e d	 u si n g	 a	 Pl a n-A p o c h r o m at	 4 0 	 x / 0. 9 5	  K o r r	 P h	 3	  M 2 7	
o bj e cti v e 	( Z ei s s,	 C at al o g	  #	 4 2 0 6 6 1 -9 9 7 0)	  m o u nt e d	 o n	 a	 Z ei s s	  A xi o -O b s e r v e r	 Z 1	
fl u o r e s c e n c e	  mi c r o s c o p e.	  T h e	 d at a	  w a s	 a n al y z e d	 a ut o m ati c all y	 i n	 t h e	 f r e e	 o p e n-
s o u r c e	 s oft w a r e	 C ell P r ofil e r	( V e r si o n	 3. 0. 0) 1 4 6, 1 4 7 .	
8. 8	  C ell	l y s at e	 pr e p ar ati o n	 a n d	 w e st er n	 b l ot	
H a C a T	 c ell s	  w e r e	 l y s e d	 i n	  RI P A	 b uff e r	 ( C ell	 Si g n ali n g,	 C at al o g	  # 9 8 0 6),	
s u p pl e m e nt e d	  wit h	 1	  m M	 P M S F,	 1	  m M	  N a F,	 p r ot e a s e	 i n hi bit o r	 c o c kt ail	 ( R o c h e,	
C at al o g	 # 0 4	 6 9 3	 1 3 2	 0 0 1)	 a n d	 p h o s p h at a s e	i n hi bit o r	 c o c kt ail	 ( R o c h e,	 C at al o g	 # 0 4	
9 0 6	 8 4 5	 0 0 1).	 P r ot ei n	 c o n c e nt r ati o n s	 w e r e	 d et e r mi n e d	 u si n g	 Pi e r c e	 B C A	 p r ot ei n	
a s s a y	 kit	 ( T h e r m o 	 Fi s h e r 	 S ci e ntifi c,	 C at al o g	  # 2 3 2 2 5)	 a c c o r di n g	 t o	 t h e	
m a n uf a ct u r e r' s	i n st r u cti o n s. 	
	
8. 9 		N u cl e a r	 a n d	 c yt o pl a s mi c	 p r ot ei n	 e xt r a cti o n 	
	 1 1 1 	
E q u al	 a m o u nt	 of	 p r ot ei n s	 w e r e	 mi x e d	 wit h	 4 x	 P r ot ei n	 S a m pl e	 L o a di n g	 B uff e r	
(LI -C O R	 Bi o s ci e n c e s,	 C at al o g	 #	 9 2 8 -4 0 0 0 4).	 T h e	 p r ot ei n s	 w e r e	 s e p a r at e d	 b y	 S D S –
P A G E	 g el s 	 ( Bi o-R a d,	 C at al o g	  # 4 5 6 -1 0 4 5) 	 a n d	 t r a n sf e r r e d	 o nt o	 nit r o c ell ul o s e	
m e m b r a n e.	 T h e 	m e m b r a n e	  w e r e	 i n c u b at e d	wit h	 p ri m a r y	 a nti b o d y 	o v e r ni g ht	 at	
4° C ,	 t h e n	  w a s h e d	 t h r e e	 ti m e s	 b y	  T B S T	 ( S a nt a	 C r u z,	 C at al o g	  # s c-2 4 9 5 3)	 a n d	
i n c u b at e d	  wit h	 s e c o n d a r y	 a nti b o d y	 f o r	 1 h	 at	 r o o m	 t e m p e r at u r e.	 T h e	 f oll o wi n g	
p ri m a r y	 a nti b o di e s	 w e r e	 u s e d	i n	t hi s	 w o r k 	(T a bl e	 8 -1 ):		
T a bl e	 8 -1 	S u m m a r y	 of	 p ri m a r y	 a nti b o di e s 	u s e d	i n	 w e st e r n	 bl ot 	
P ri m a r y A n ti b o d y  P r o vi d e r  C a t al o g  Dil u ti o n  
P h o s p h o - S m a d 2 
( S e r 4 6 5 / 4 6 7 )  
C ell Si g n ali n g  # 3 1 0 8  1: 5 0 0  
S m a d 2  C ell Si g n ali n g  # 3 1 0 3  1: 1 0 0 0  
P h o s p h o - S m a d 3 
( S e r 4 2 3 / 4 2 5 )  
C ell Si g n ali n g  # 9 5 2 0  1: 1 0 0 0  
S m a d 3  C ell Si g n ali n g  # 9 5 2 3  1: 1 0 0 0  
S m a d 4  C ell Si g n ali n g  # 9 5 1 5  1: 1 0 0 0  
β - A c ti n  C ell Si g n ali n g  # 3 7 0 0  1: 1 0 0 0 0  
L a mi n A / C  C ell Si g n ali n g  # 4 7 7 7  1: 2 0 0 0  
G R B 2  C ell Si g n ali n g  # 3 9 7 2  1: 1 0 0 0  
	
S e c o n d a r y	 a nti b o di e s	 u s e d	f o r	 w e st e r n	 bl ot	 w e r e	 a nti -r a b bit	I g G	( H + L)	 D y Li g ht	
8 0 0	 4 X	 P E G	 C o nj u g at e	 ( C ell	 Si g n ali n g,	 C at al o g	 # 5 1 5 1,	 dil uti o n:	 1: 1 5 0 0 0)	 a n d	 a nti -
m o u s e	 I g G	 ( H + L)	  D y Li g ht 	6 8 0	 C o nj u g at e 	( C ell	 Si g n ali n g,	 C at al o g	  # 5 4 7 0,	 dil uti o n:	
1: 1 5 0 0 0).	 W e st e r n	 bl ot	i m a g e s	 w e r e	 a c q ui r e d	 u si n g	 O d y s s e y	 C L x	I m a gi n g	 S y st e m	
( LI-C O R	 Bi o s ci e n c e s,	 C at al o g	 #	 9 1 4 0). 	
8. 9	  N u cl e ar	 a n d	 c yt o pl a s mi c	 pr ot ei n	 e xtr a cti o n 	
C ell s	  w e r e	 s e e d e d	 i n	 t h e	 1 0 c m	 di s h e d	 ( G r ei n e r	 C E L L S T A R,	 C at al o g	  # 6 6 4 1 6 0 )	
a n d	 i n c u b at e d	 o v e r ni g ht. 	 T h e	 c ell s	  w e r e	 h a r v e st e d	 i n	 i c e -c ol d	 D P B S	 ( Gi b c o,	
C at al o g	  # 1 4 1 9 0 -0 9 4)	 s u p pl e m e nt e d	 wit h	 p r ot e a s e 	 i n hi bit o r	 c o c kt ail	 ( R o c h e,	
C at al o g	 # 0 4	 6 9 3	 1 3 2	 0 0 1). 	N u cl e a r	 a n d	 c yt o pl a s mi c	 p r ot ei n s	 w e r e	 e xt r a ct e d 	u si n g	
N E -P E R ™	 N u cl e a r	 a n d	 C yt o pl a s mi c	 E xt r a cti o n	 R e a g e nt s	 ( T h e r m o	Fi s h e r 	S ci e ntifi c,	
C at al o g	 # 2 3 2 2 5)	 a c c o r di n g	 t o	 t h e	 m a n uf a ct u r e r' s	i n st r u cti o n s. 	T h e	 s a m pl e s	 w e r e	
f u rt h e r	 a n al y z e d	 b y	 w e st e r n	 bl ot.		
	C h a pt e r	 8 	M at e ri al s	 a n d	 m et h o d s 		
	1 1 2 	
8. 1 0	  Li v e	 c ell	 m i cr o s c o p y	
P ri o r	 t o	  mi c r o s c o p y,	 c ell s	  w e r e	 c ult u r e d 	 i n	 µ-Sli d e	 8	  W ell	 (i bi di,	 C at al o g	
# 8 0 8 2 6)	  wit h	  D ul b e c c o' s	  M o difi e d	 E a gl e	  M e di u m	 l a c ki n g	 p h e n ol	 r e d	 ( Gi b c o,	
C at al o g	  # 3 1 0 5 3 -0 2 8),	 c o nt ai ni n g 	 1 0 %	 f et al	 b o vi n e	 s e r u m	 ( M e r c k	  Bi o c h r o m,	
C at al o g	 # S 0 6 1 5),	 2	 m M	 L -Gl ut a mi n e	 ( Gi b c o,	 C at al o g	 # 2 5 0 3 0 -0 2 4),	 1 0 0	 u n it s / m L	
p e ni cilli n	 a n d	 1 0 0	 μ g / m L	 st r e pt o m y ci n	( Gi b c o,	 C at al o g	 # 1 5 1 4 0 -1 2 2).	 	
C ell	 i m a gi n g	 e x p e ri m e nt s	  w e r e	 p e rf o r m e d	 u si n g	 a	 Z ei s s	 Z 1	  A xi o	  O b s e r v e r,	
w hi c h	 w a s	 e q ui p p e d	 wit h	 a n	i n c u b at o r	t o	 m ai nt ai n	t h e	 s a m pl e s	 at	 3 7 ° C	 a n d	i n	 5 %	
C O 2 .	A	 Z ei s s	ill u mi n at o r	 H X P	 1 2 0	 V 	wit h	 a n	i nt e n sit y	 of	 8 0 	%	 w a s	 u s e d	f o r	i m a gi n g	
E Y F P,	  m C h e r r y	 a n d	 E C F P .	  T h e	 d et e cti o n	  w a v el e n gt h	 ( b a n d-p a s s	 filt e r	 s et)	 f o r	
c oll e cti n g	 e mi s si o n	 li g ht	 of	 E Y F P 	w a s 	5 2 0 -5 5 0 n m ,	 f o r	m C h e r r y 	w a s 	6 1 2 -6 8 2 n m	
a n d 	 f o r	 E C F P	  w a s	 4 6 0-5 0 0 n m .	 I m a g e s	  w e r e	 t a k e n	 at	 a	 fr e q u e n c y	 of	 1	
i m a g e / 1 0 mi n.	  T h e	 d et ail e d	 i nf o r m ati o n	 f o r	 i m a gi n g	  w a s	 li st e d	 (T a bl e	 8 -2 ).	
C h a n n el	 1,	 C h a n n el	 2	 a n d	 C h a n n el	 3	 c o r r e s p o n d	t o	 E Y F P,	 m C h e r r y	 a n d	 E C F P. 	
T a bl e	 8 -2 	A c q ui siti o n	i nf o r m ati o n	f o r	i m a gi n g 	
Mi c r o s c o p e  A xi o O b s e r v e r. Z 1 / 7  
O bj e c ti v e  L D Pl a n -N e ofl u a r 2 0 x / 0. 4 K o r r P h 2 M 2 7  
I m a g e Si z e 
( Pi x el )  4 5 9 6 3 x 2 5 8 1 9  
S c ali n g ( p e r 
Pi x el )  0. 6 6 1 μ m	 x	 0. 6 6 1	 μ m  
I m a g e Si z e 
( S c al e d )  3 0. 3 7 m m x 1 7. 0 6 m m  
Bi t D e p t h  1 4 Bit  
R O I C e n t e r 
O f f s e t  X: 0 μ m,	 Y:	 0	 μ m  
C h a n n el s  4  
 C h a n n el 1  C h a n n el 2  C h a n n el 3  C h a n n el 4  
Fil t e r  4 6 H E  6 4 H E  4 7 H E  A n al y. DI C T r a n s. li g ht  
B e a m S pli t t e r  F T 5 1 5 H E  F T 6 0 5 H E  F T 4 5 5 H E   
Fil t e r E x. 
W a v el e n g t h  4 8 8 -5 1 3  5 7 5 -6 0 0  4 2 4 -4 4 8   
Fil t e r E m. 
W a v el e n g t h  5 2 0 -5 5 0  6 1 2 -6 8 2  4 6 0 -5 0 0   
	
8. 1 1	 	I m a gi n g	 a n al y si s	 a n d	 q u a ntifi c ati o n	
	 1 1 3 	
C o n t r a s t  
M e t h o d  Fl u o r e s c e n c e  Fl u o r e s c e n c e  Fl u o r e s c e n c e  P h a s e  
Li g h t S o u r c e  H X P 1 2 0 V  H X P 1 2 0 V  H X P 1 2 0 V  T L L E D  
Li g h t S o u r c e 
I n t e n si t y  7 9. 1 6 %  7 9. 1 6 %  7 9. 1 6 %  5 V olt  
D y e N a m e  E Y F P  m C h e r r y  E C F P   
E x ci t a ti o n 
W a v el e n g t h  5 1 3  5 8 7  4 3 3   
E mi s si o n 
W a v el e n g t h  5 2 7  6 1 0  4 7 5   
I m a gi n g D e vi c e  A xi o c a m 5 0 6  A xi o c a m 5 0 6  A xi o c a m 5 0 6  A xi o c a m 5 0 6  
C a m e r a A d a p t e r  1 x C a m e r a A d a pt e r  
1 x C a m e r a 
A d a pt e r  
1 x C a m e r a 
A d a pt e r  
1 x C a m e r a 
A d a pt e r  
E x p o s u r e Ti m e  1. 5 s  4 0 0 m s  1 8 0 m s  8 m s  
D e p t h o f F o c u s  6. 7 0 μ m  7. 6 3 μ m  5. 9 4 μ m  6. 8 8 μ m  
Bi n ni n g M o d e  3, 3  3, 3  3, 3  3, 3  
	
8. 1 1	  I m a gi n g	 a n al y si s	 a n d	 qu a ntifi c ati o n 	
T h e	 li v e	 c ell	 i m a gi n g	 d at a	  w e r e	 q u a ntifi e d 	 b y 	 c u st o mi z e d	 pi p eli n e	 i n	
C ell P r ofil e r 	( V e r si o n	 3. 0. 0) 1 4 6, 1 4 7 	a n d 	Fiji	( V e r si o n	 1. 0) 1 7 8 .		
F o r 	E Y F P -S m a d 2 	si g n al,	 alt h o u g h	t h e	 r ati o	 of	 n u cl e a r	 a n d	 c yt o pl a s mi c	i nt e n sit y	
w a s	 u s e d	 a s	 t h e	o ut p ut	i n	 s o m e	 p u bli c ati o n s 9 0, 1 7 9 ,	 w e	 n oti c e d	t h at	t h e	fl u o r e sc e n c e	
si g n al	i n	t h e	 c yt o pl a s m	 w a s 	n ot	 a s	 r o b u st	 a s	it	i n	t h e	 n u cl e u s	f o r	 g r o wi n g,	 m o vi n g	
c ell s 	i n	 o u r	  w o r k.	  U n e x p e ct e d	 p e a k s	 o r	fl u ct u ati o n s	of	 c yt o pl a s mi c 	E Y F P -S m a d 2 	
fl u o r e s c e n c e	 o c c u r r e d 	f r e q u e ntl y,	  w hi c h	 w e r e	 c a u s e d	 b y	 c ell	 s h a p e	 c h a n gi n g	 o r	
n oi s e	f r o m	 n ei g h b o r s.	 H o w e v e r,	 t h e	 n u cl e a r	 E Y F P -S m a d 2 	fl u o r e s c e n c e	w a s	 m u c h	
l e s s	 aff e ct e d	 b y	 c ell	 s h a p e	 c h a n gi n g	 o r	 n oi s e	 f r o m	 n ei g h b o r s .	B e si d e s,	 c yt o p l a s m	
s e g m e nt ati o n	  w a s	 l e s s	 p r e ci s e	 t h a n	 n u cl e u s	 s e g m e nt ati o n.	  T h e	 i nt e n sit y	 i n	 t h e	
c yt o pl a s m	  w a s	 n ot	 u nif o r ml y	 di st ri b ut e d	 t h u s	 t h e	 i m p r e ci s e	 c yt o p l a s m	
s e g m e nt ati o n	 a d d e d 	n oi s e	 i n	 q u a ntifi c ati o n.	  T h e r ef o r e,	 t h e	 n u cl e a r 	E Y F P -S m a d 2 	
d y n a mi c s	 w a s	 e m pl o y e d.	 F o r	 e a c h	 c ell,	 t h e	 a v e r a g e	 n u cl e a r	 Y F P	 si g n al	 of	 t h e	 t w o	
f r a m e s	 b ef o r e	  T G F β	 sti m ul ati o n	w a s	 u s e d	 a s	 t h e	 b a s al	 n u cl e a r	 Y F P .	  T h e	n u cl e a r	
Y F P	 si g n al	i n	 ot h e r	f r a m e s	 w e r e	 n o r m ali z e d	 b y	t h e	 b a s al	 si g n al 1 7 9 .		
T h e	 C ell P r ofil e r 	 pi p eli n e	 utili z e d	 t h e	  H 2 B -E C F P	 fl u o r e s c e n c e	 c h a n n el	 t o	
s e g m e nt	t h e	 n u cl ei.	 T h e	 n u cl e a r	 S m a d 2	 a n d	 h G e mi ni n( 1 / 1 1 0)	l e v el	 a r e 	q u a ntifi e d	
	C h a pt e r	 8 	M at e ri al s	 a n d	 m e t h o d s		
	1 1 4 	
a s	 t h e	  m e a n	 Y F P	 a n d	  m C h e r r y	 si g n al 	 i n	 t h e	 n u cl e a r	 r e gi o n,	 r e s p e cti v el y.	  T h e	
s u c c e s s	 r at e	 of	 a ut o m ati c	 l o n g -t e r m	 c ell	 t r a c ki n g	 b y	 C ell P r ofil e r	  w a s	 l o w,	  m o stl y	
d u e	 t o	 t h e	 c ell	 o v e rl a p pi n g	 a n d	 di vi si o n.	 W e	  w e r e	 i nt e r e st e d	 i n	 t h e	 S m a d 2	
d y n a mi c s	 d u ri n g	 t h e	 3 h	  T G F β	 t r e at m e nt .	 T h u s	 w e	 d e ci d e d	 t o	 q u a ntit ati v el y	
a n al y z e	 t h e	 n u cl e a r	 E Y F P -S m a d 2	 si g n al	 of	 c ell s 	d u ri n g	 t h e	 3 h	 T G F β	 t r e at m e nt 	b y	
C ell P r ofil e r.	 A n d	 t h e n	 t h e	 i nf o r m ati o n	 of	 c ell	 li n e a g e s	  w a s	 o bt ai n e d	 b y	 m a n u all y	
l o n g-t e r m	 c ell	t r a c ki n g	u si n g	 Fiji.	 W e	t r a c k e d	 e a c h	 c ell s	 m a n u all y	 a n d	 r e c o r d e d	t h e	
f r a m e s	 t h at	 t h e	  m C h e r r y	 si g n al	 a p p e a r e d	 ( G 1 / S	 t r a n siti o n)	 o r	 di s a p p e a r e d	 ( c ell	
di vi si o n).	 C ell s	 w e r e	 e x cl u d e d	if	 t h e y	 m o v e d	 o ut	 of	 t h e	 F O V	 (fi el d	 of	 vi e w)	 b ef o r e	
G 1 / S	 t r a n siti o n,	 o r	 t h e y	 w e r e	i n	 G 1	 at	 t h e	 e n d	 of	 t h e	 m o vi e	 b ut	 t h e	 G 1	 d u r ati o n s	




                 C h a p t er  9
A p p e n di x  
	 	
	C h a pt e r	 9 	A p p e n di x 		
	1 1 6 	
9. 1	  T h e	 v al u e s	 of	 p ar a m et er s 	p G 	a n d 	p M  i n	 P B M	
T h e	 v al u e s	 o f	 t h e	 p a r a m et e r s	! ! 	a n d	 ! ! 	i n	 t h e	 P B M	 (I n	C h a pt e r	 3 :	3. 1. 3	 T a bl e	
3 -3 )	 w e r e	li st e d.	
T a bl e	 9 -1 	V al u e s	 of	 p a r a m et e r s	 ! ! 	
! ! ! ( !)  ! ! ! ( !)  ! ! ! ( !)  ! ! ! ( !)  ! ! ! ( !)  ! ! ! ( !)  
1  2. 8 4 E -1 2 2  9 3  7. 3 0 E -0 5  1 8 5  7. 6 5 E -0 3  2 7 7  1. 0 4 E -0 2  3 6 9  1. 0 5 E -0 3  4 6 1  2. 1 8 E -0 5  
2  1. 5 4 E -9 2  9 4  8. 3 6 E -0 5  1 8 6  7. 7 5 E -0 3  2 7 8  1. 0 3 E -0 2  3 7 0  1. 0 1 E -0 3  4 6 2  2. 0 9 E -0 5  
3  4. 3 1 E -7 7  9 5  9. 5 4 E -0 5  1 8 7  7. 8 4 E -0 3  2 7 9  1. 0 2 E -0 2  3 7 1  9. 6 8 E -0 4  4 6 3  2. 0 0 E -0 5  
4  5. 2 2 E -6 7  9 6  1. 0 8 E -0 4  1 8 8  7. 9 4 E -0 3  2 8 0  1. 0 1 E -0 2  3 7 2  9. 3 1 E -0 4  4 6 4  1. 9 2 E -0 5  
5  1. 0 9 E -5 9  9 7  1. 2 3 E -0 4  1 8 9  8. 0 3 E -0 3  2 8 1  1. 0 1 E -0 2  3 7 3  8. 9 5 E -0 4  4 6 5  1. 8 4 E -0 5  
6  4. 9 4 E -5 4  9 8  1. 3 9 E -0 4  1 9 0  8. 1 3 E -0 3  2 8 2  9. 9 8 E -0 3  3 7 4  8. 6 0 E -0 4  4 6 6  1. 7 6 E -0 5  
7  1. 7 7 E -4 9  9 9  1. 5 6 E -0 4  1 9 1  8. 2 2 E -0 3  2 8 3  9. 8 9 E -0 3  3 7 5  8. 2 7 E -0 4  4 6 7  1. 6 8 E -0 5  
8  1. 0 6 E -4 5  1 0 0  1. 7 5 E -0 4  1 9 2  8. 3 1 E -0 3  2 8 4  9. 8 0 E -0 3  3 7 6  7. 9 4 E -0 4  4 6 8  1. 6 1 E -0 5  
9  1. 6 8 E -4 2  1 0 1  1. 9 6 E -0 4  1 9 3  8. 4 0 E -0 3  2 8 5  9. 7 0 E -0 3  3 7 7  7. 6 3 E -0 4  4 6 9  1. 5 4 E -0 5  
1 0  9. 6 4 E -4 0  1 0 2  2. 1 8 E -0 4  1 9 4  8. 4 9 E -0 3  2 8 6  9. 6 1 E -0 3  3 7 8  7. 3 3 E -0 4  4 7 0  1. 4 8 E -0 5  
1 1  2. 4 9 E -3 7  1 0 3  2. 4 2 E -0 4  1 9 5  8. 5 8 E -0 3  2 8 7  9. 5 1 E -0 3  3 7 9  7. 0 4 E -0 4  4 7 1  1. 4 2 E -0 5  
1 2  3. 3 7 E -3 5  1 0 4  2. 6 8 E -0 4  1 9 6  8. 6 7 E -0 3  2 8 8  9. 4 1 E -0 3  3 8 0  6. 7 7 E -0 4  4 7 2  1. 3 6 E -0 5  
1 3  2. 6 8 E -3 3  1 0 5  2. 9 7 E -0 4  1 9 7  8. 7 5 E -0 3  2 8 9  9. 3 0 E -0 3  3 8 1  6. 5 0 E -0 4  4 7 3  1. 3 0 E -0 5  
1 4  1. 3 7 E -3 1  1 0 6  3. 2 7 E -0 4  1 9 8  8. 8 4 E -0 3  2 9 0  9. 2 0 E -0 3  3 8 2  6. 2 4 E -0 4  4 7 4  1. 2 4 E -0 5  
1 5  4. 8 4 E -3 0  1 0 7  3. 5 9 E -0 4  1 9 9  8. 9 2 E -0 3  2 9 1  9. 0 9 E -0 3  3 8 3  5. 9 9 E -0 4  4 7 5  1. 1 9 E -0 5  
1 6  1. 2 4 E -2 8  1 0 8  3. 9 4 E -0 4  2 0 0  9. 0 0 E -0 3  2 9 2  8. 9 8 E -0 3  3 8 4  5. 7 5 E -0 4  4 7 6  1. 1 4 E -0 5  
1 7  2. 4 1 E -2 7  1 0 9  4. 3 1 E -0 4  2 0 1  9. 0 8 E -0 3  2 9 3  8. 8 6 E -0 3  3 8 5  5. 5 2 E -0 4  4 7 7  1. 0 9 E -0 5  
1 8  3. 6 8 E -2 6  1 1 0  4. 7 0 E -0 4  2 0 2  9. 1 6 E -0 3  2 9 4  8. 7 5 E -0 3  3 8 6  5. 3 0 E -0 4  4 7 8  1. 0 5 E -0 5  
1 9  4. 5 6 E -2 5  1 1 1  5. 1 1 E -0 4  2 0 3  9. 2 4 E -0 3  2 9 5  8. 6 3 E -0 3  3 8 7  5. 0 9 E -0 4  4 7 9  1. 0 0 E -0 5  
2 0  4. 6 9 E -2 4  1 1 2  5. 5 5 E -0 4  2 0 4  9. 3 2 E -0 3  2 9 6  8. 5 1 E -0 3  3 8 8  4. 8 8 E -0 4  4 8 0  9. 6 0 E -0 6  
2 1  4. 0 9 E -2 3  1 1 3  6. 0 1 E -0 4  2 0 5  9. 4 0 E -0 3  2 9 7  8. 3 9 E -0 3  3 8 9  4. 6 9 E -0 4  4 8 1  9. 1 9 E -0 6  
2 2  3. 0 8 E -2 2  1 1 4  6. 5 0 E -0 4  2 0 6  9. 4 7 E -0 3  2 9 8  8. 2 6 E -0 3  3 9 0  4. 5 0 E -0 4  4 8 2  8. 8 0 E -0 6  
2 3  2. 0 3 E -2 1  1 1 5  7. 0 1 E -0 4  2 0 7  9. 5 5 E -0 3  2 9 9  8. 1 4 E -0 3  3 9 1  4. 3 2 E -0 4  4 8 3  8. 4 3 E -0 6  
2 4  1. 1 9 E -2 0  1 1 6  7. 5 5 E -0 4  2 0 8  9. 6 2 E -0 3  3 0 0  8. 0 1 E -0 3  3 9 2  4. 1 4 E -0 4  4 8 4  8. 0 7 E -0 6  
2 5  6. 2 3 E -2 0  1 1 7  8. 1 1 E -0 4  2 0 9  9. 6 9 E -0 3  3 0 1  7. 8 8 E -0 3  3 9 3  3. 9 7 E -0 4  4 8 5  7. 7 3 E -0 6  
2 6  2. 9 7 E -1 9  1 1 8  8. 7 0 E -0 4  2 1 0  9. 7 6 E -0 3  3 0 2  7. 7 5 E -0 3  3 9 4  3. 8 1 E -0 4  4 8 6  7. 4 0 E -0 6  
2 7  1. 2 9 E -1 8  1 1 9  9. 3 1 E -0 4  2 1 1  9. 8 3 E -0 3  3 0 3  7. 6 2 E -0 3  3 9 5  3. 6 6 E -0 4  4 8 7  7. 0 9 E -0 6  
2 8  5. 1 7 E -1 8  1 2 0  9. 9 4 E -0 4  2 1 2  9. 9 0 E -0 3  3 0 4  7. 4 9 E -0 3  3 9 6  3. 5 1 E -0 4  4 8 8  6. 7 9 E -0 6  
2 9  1. 9 2 E -1 7  1 2 1  1. 0 6 E -0 3  2 1 3  9. 9 6 E -0 3  3 0 5  7. 3 6 E -0 3  3 9 7  3. 3 6 E -0 4  4 8 9  6. 5 0 E -0 6  
3 0  6. 6 8 E -1 7  1 2 2  1. 1 3 E -0 3  2 1 4  1. 0 0 E -0 2  3 0 6  7. 2 2 E -0 3  3 9 8  3. 2 3 E -0 4  4 9 0  6. 2 3 E -0 6  
3 1  2. 1 7 E -1 6  1 2 3  1. 2 0 E -0 3  2 1 5  1. 0 1 E -0 2  3 0 7  7. 0 9 E -0 3  3 9 9  3. 1 0 E -0 4  4 9 1  5. 9 6 E -0 6  
3 2  6. 6 7 E -1 6  1 2 4  1. 2 7 E -0 3  2 1 6  1. 0 2 E -0 2  3 0 8  6. 9 5 E -0 3  4 0 0  2. 9 7 E -0 4  4 9 2  5. 7 1 E -0 6  
3 3  1. 9 4 E -1 5  1 2 5  1. 3 5 E -0 3  2 1 7  1. 0 2 E -0 2  3 0 9  6. 8 2 E -0 3  4 0 1  2. 8 5 E -0 4  4 9 3  5. 4 7 E -0 6  
3 4  5. 3 5 E -1 5  1 2 6  1. 4 3 E -0 3  2 1 8  1. 0 3 E -0 2  3 1 0  6. 6 8 E -0 3  4 0 2  2. 7 3 E -0 4  4 9 4  5. 2 4 E -0 6  
3 5  1. 4 1 E -1 4  1 2 7  1. 5 1 E -0 3  2 1 9  1. 0 3 E -0 2  3 1 1  6. 5 4 E -0 3  4 0 3  2. 6 2 E -0 4  4 9 5  5. 0 2 E -0 6  
3 6  3. 5 5 E -1 4  1 2 8  1. 5 9 E -0 3  2 2 0  1. 0 4 E -0 2  3 1 2  6. 4 1 E -0 3  4 0 4  2. 5 1 E -0 4  4 9 6  4. 8 1 E -0 6  
	
9. 1	 	T h e	 v al u e s	 of	 p a r a m et e r s	 p G	 a n d	 p M	i n	 P B M 	
	 1 1 7 	
! ! ! ( !)  ! ! ! ( !)  ! ! ! ( !)  ! ! ! ( !)  ! ! ! ( !)  ! ! ! ( !)  
3 7  8. 5 8 E -1 4  1 2 9  1. 6 7 E -0 3  2 2 1  1. 0 4 E -0 2  3 1 3  6. 2 7 E -0 3  4 0 5  2. 4 1 E -0 4  4 9 7  4. 6 0 E -0 6  
3 8  1. 9 9 E -1 3  1 3 0  1. 7 6 E -0 3  2 2 2  1. 0 5 E -0 2  3 1 4  6. 1 3 E -0 3  4 0 6  2. 3 1 E -0 4  4 9 8  4. 4 1 E -0 6  
3 9  4. 4 7 E -1 3  1 3 1  1. 8 5 E -0 3  2 2 3  1. 0 5 E -0 2  3 1 5  6. 0 0 E -0 3  4 0 7  2. 2 1 E -0 4  4 9 9  4. 2 2 E -0 6  
4 0  9. 7 0 E -1 3  1 3 2  1. 9 4 E -0 3  2 2 4  1. 0 6 E -0 2  3 1 6  5. 8 6 E -0 3  4 0 8  2. 1 2 E -0 4  5 0 0  4. 0 4 E -0 6  
4 1  2. 0 4 E -1 2  1 3 3  2. 0 3 E -0 3  2 2 5  1. 0 6 E -0 2  3 1 7  5. 7 2 E -0 3  4 0 9  2. 0 3 E -0 4  5 0 1  3. 8 7 E -0 6  
4 2  4. 1 4 E -1 2  1 3 4  2. 1 2 E -0 3  2 2 6  1. 0 7 E -0 2  3 1 8  5. 5 9 E -0 3  4 1 0  1. 9 5 E -0 4  5 0 2  3. 7 1 E -0 6  
4 3  8. 2 0 E -1 2  1 3 5  2. 2 2 E -0 3  2 2 7  1. 0 7 E -0 2  3 1 9  5. 4 6 E -0 3  4 1 1  1. 8 7 E -0 4  5 0 3  3. 5 5 E -0 6  
4 4  1. 5 8 E -1 1  1 3 6  2. 3 2 E -0 3  2 2 8  1. 0 8 E -0 2  3 2 0  5. 3 2 E -0 3  4 1 2  1. 7 9 E -0 4  5 0 4  3. 4 0 E -0 6  
4 5  2. 9 7 E -1 1  1 3 7  2. 4 2 E -0 3  2 2 9  1. 0 8 E -0 2  3 2 1  5. 1 9 E -0 3  4 1 3  1. 7 2 E -0 4  5 0 5  3. 2 6 E -0 6  
4 6  5. 4 5 E -1 1  1 3 8  2. 5 2 E -0 3  2 3 0  1. 0 9 E -0 2  3 2 2  5. 0 6 E -0 3  4 1 4  1. 6 4 E -0 4  5 0 6  3. 1 2 E -0 6  
4 7  9. 7 6 E -1 1  1 3 9  2. 6 2 E -0 3  2 3 1  1. 0 9 E -0 2  3 2 3  4. 9 3 E -0 3  4 1 5  1. 5 8 E -0 4  5 0 7  2. 9 9 E -0 6  
4 8  1. 7 1 E -1 0  1 4 0  2. 7 2 E -0 3  2 3 2  1. 0 9 E -0 2  3 2 4  4. 8 0 E -0 3  4 1 6  1. 5 1 E -0 4  5 0 8  2. 8 6 E -0 6  
4 9  2. 9 4 E -1 0  1 4 1  2. 8 3 E -0 3  2 3 3  1. 1 0 E -0 2  3 2 5  4. 6 7 E -0 3  4 1 7  1. 4 5 E -0 4  5 0 9  2. 7 4 E -0 6  
5 0  4. 9 6 E -1 0  1 4 2  2. 9 3 E -0 3  2 3 4  1. 1 0 E -0 2  3 2 6  4. 5 5 E -0 3  4 1 8  1. 3 9 E -0 4  5 1 0  2. 6 2 E -0 6  
5 1  8. 2 0 E -1 0  1 4 3  3. 0 4 E -0 3  2 3 5  1. 1 0 E -0 2  3 2 7  4. 4 3 E -0 3  4 1 9  1. 3 3 E -0 4  5 1 1  2. 5 1 E -0 6  
5 2  1. 3 3 E -0 9  1 4 4  3. 1 5 E -0 3  2 3 6  1. 1 1 E -0 2  3 2 8  4. 3 0 E -0 3  4 2 0  1. 2 7 E -0 4  5 1 2  2. 4 1 E -0 6  
5 3  2. 1 3 E -0 9  1 4 5  3. 2 6 E -0 3  2 3 7  1. 1 1 E -0 2  3 2 9  4. 1 8 E -0 3  4 2 1  1. 2 2 E -0 4  5 1 3  2. 3 1 E -0 6  
5 4  3. 3 5 E -0 9  1 4 6  3. 3 7 E -0 3  2 3 8  1. 1 1 E -0 2  3 3 0  4. 0 6 E -0 3  4 2 2  1. 1 7 E -0 4  5 1 4  2. 2 1 E -0 6  
5 5  5. 1 8 E -0 9  1 4 7  3. 4 8 E -0 3  2 3 9  1. 1 1 E -0 2  3 3 1  3. 9 5 E -0 3  4 2 3  1. 1 2 E -0 4  5 1 5  2. 1 2 E -0 6  
5 6  7. 9 1 E -0 9  1 4 8  3. 5 9 E -0 3  2 4 0  1. 1 2 E -0 2  3 3 2  3. 8 3 E -0 3  4 2 4  1. 0 7 E -0 4  5 1 6  2. 0 3 E -0 6  
5 7  1. 1 9 E -0 8  1 4 9  3. 7 0 E -0 3  2 4 1  1. 1 2 E -0 2  3 3 3  3. 7 2 E -0 3  4 2 5  1. 0 3 E -0 4  5 1 7  1. 9 4 E -0 6  
5 8  1. 7 7 E -0 8  1 5 0  3. 8 1 E -0 3  2 4 2  1. 1 2 E -0 2  3 3 4  3. 6 1 E -0 3  4 2 6  9. 8 6 E -0 5  5 1 8  1. 8 6 E -0 6  
5 9  2. 5 9 E -0 8  1 5 1  3. 9 2 E -0 3  2 4 3  1. 1 2 E -0 2  3 3 5  3. 5 0 E -0 3  4 2 7  9. 4 4 E -0 5  5 1 9  1. 7 8 E -0 6  
6 0  3. 7 5 E -0 8  1 5 2  4. 0 4 E -0 3  2 4 4  1. 1 2 E -0 2  3 3 6  3. 3 9 E -0 3  4 2 8  9. 0 5 E -0 5  5 2 0  1. 7 1 E -0 6  
6 1  5. 3 6 E -0 8  1 5 3  4. 1 5 E -0 3  2 4 5  1. 1 3 E -0 2  3 3 7  3. 2 9 E -0 3  4 2 9  8. 6 7 E -0 5  5 2 1  1. 6 3 E -0 6  
6 2  7. 5 7 E -0 8  1 5 4  4. 2 6 E -0 3  2 4 6  1. 1 3 E -0 2  3 3 8  3. 1 9 E -0 3  4 3 0  8. 3 0 E -0 5  5 2 2  1. 5 6 E -0 6  
6 3  1. 0 6 E -0 7  1 5 5  4. 3 8 E -0 3  2 4 7  1. 1 3 E -0 2  3 3 9  3. 0 9 E -0 3  4 3 1  7. 9 5 E -0 5  5 2 3  1. 5 0 E -0 6  
6 4  1. 4 7 E -0 7  1 5 6  4. 4 9 E -0 3  2 4 8  1. 1 3 E -0 2  3 4 0  2. 9 9 E -0 3  4 3 2  7. 6 2 E -0 5  5 2 4  1. 4 4 E -0 6  
6 5  2. 0 1 E -0 7  1 5 7  4. 6 1 E -0 3  2 4 9  1. 1 3 E -0 2  3 4 1  2. 8 9 E -0 3  4 3 3  7. 3 0 E -0 5  5 2 5  1. 3 8 E -0 6  
6 6  2. 7 3 E -0 7  1 5 8  4. 7 2 E -0 3  2 5 0  1. 1 3 E -0 2  3 4 2  2. 8 0 E -0 3  4 3 4  6. 9 9 E -0 5  5 2 6  1. 3 2 E -0 6  
6 7  3. 6 7 E -0 7  1 5 9  4. 8 4 E -0 3  2 5 1  1. 1 3 E -0 2  3 4 3  2. 7 1 E -0 3  4 3 5  6. 7 0 E -0 5  5 2 7  1. 2 6 E -0 6  
6 8  4. 8 9 E -0 7  1 6 0  4. 9 5 E -0 3  2 5 2  1. 1 3 E -0 2  3 4 4  2. 6 2 E -0 3  4 3 6  6. 4 2 E -0 5  5 2 8  1. 2 1 E -0 6  
6 9  6. 4 6 E -0 7  1 6 1  5. 0 6 E -0 3  2 5 3  1. 1 3 E -0 2  3 4 5  2. 5 3 E -0 3  4 3 7  6. 1 5 E -0 5  5 2 9  1. 1 6 E -0 6  
7 0  8. 4 6 E -0 7  1 6 2  5. 1 8 E -0 3  2 5 4  1. 1 3 E -0 2  3 4 6  2. 4 5 E -0 3  4 3 8  5. 8 9 E -0 5  5 3 0  1. 1 1 E -0 6  
7 1  1. 1 0 E -0 6  1 6 3  5. 2 9 E -0 3  2 5 5  1. 1 3 E -0 2  3 4 7  2. 3 6 E -0 3  4 3 9  5. 6 4 E -0 5  5 3 1  1. 0 6 E -0 6  
7 2  1. 4 2 E -0 6  1 6 4  5. 4 0 E -0 3  2 5 6  1. 1 3 E -0 2  3 4 8  2. 2 8 E -0 3  4 4 0  5. 4 0 E -0 5  5 3 2  1. 0 2 E -0 6  
7 3  1. 8 1 E -0 6  1 6 5  5. 5 2 E -0 3  2 5 7  1. 1 2 E -0 2  3 4 9  2. 2 0 E -0 3  4 4 1  5. 1 8 E -0 5  5 3 3  9. 7 5 E -0 7  
7 4  2. 3 1 E -0 6  1 6 6  5. 6 3 E -0 3  2 5 8  1. 1 2 E -0 2  3 5 0  2. 1 3 E -0 3  4 4 2  4. 9 6 E -0 5  5 3 4  9. 3 4 E -0 7  
7 5  2. 9 1 E -0 6  1 6 7  5. 7 4 E -0 3  2 5 9  1. 1 2 E -0 2  3 5 1  2. 0 5 E -0 3  4 4 3  4. 7 5 E -0 5  5 3 5  8. 9 5 E -0 7  
7 6  3. 6 5 E -0 6  1 6 8  5. 8 5 E -0 3  2 6 0  1. 1 2 E -0 2  3 5 2  1. 9 8 E -0 3  4 4 4  4. 5 5 E -0 5  5 3 6  8. 5 7 E -0 7  
7 7  4. 5 4 E -0 6  1 6 9  5. 9 6 E -0 3  2 6 1  1. 1 2 E -0 2  3 5 3  1. 9 1 E -0 3  4 4 5  4. 3 6 E -0 5  5 3 7  8. 2 1 E -0 7  
7 8  5. 6 2 E -0 6  1 7 0  6. 0 8 E -0 3  2 6 2  1. 1 1 E -0 2  3 5 4  1. 8 4 E -0 3  4 4 6  4. 1 7 E -0 5  5 3 8  7. 8 6 E -0 7  
9. 1	 T h e	 v al u e s	 of	 p a r a m et e r s	 p G 	a n d	 p M  i n	 P B M	
	C h a pt e r	 9 	A p p e n di x 		
	1 1 8 	
! ! ! ( !)  ! ! ! ( !)  ! ! ! ( !)  ! ! ! ( !)  ! ! ! ( !)  ! ! ! ( !)  
7 9  6. 9 2 E -0 6  1 7 1  6. 1 9 E -0 3  2 6 3  1. 1 1 E -0 2  3 5 5  1. 7 8 E -0 3  4 4 7  4. 0 0 E -0 5  5 3 9  7. 5 3 E -0 7  
8 0  8. 4 6 E -0 6  1 7 2  6. 3 0 E -0 3  2 6 4  1. 1 1 E -0 2  3 5 6  1. 7 1 E -0 3  4 4 8  3. 8 3 E -0 5  5 4 0  7. 2 2 E -0 7  
8 1  1. 0 3 E -0 5  1 7 3  6. 4 0 E -0 3  2 6 5  1. 1 0 E -0 2  3 5 7  1. 6 5 E -0 3  4 4 9  3. 6 7 E -0 5  5 4 1  6. 9 1 E -0 7  
8 2  1. 2 4 E -0 5  1 7 4  6. 5 1 E -0 3  2 6 6  1. 1 0 E -0 2  3 5 8  1. 5 9 E -0 3  4 5 0  3. 5 1 E -0 5  5 4 2  6. 6 2 E -0 7  
8 3  1. 5 0 E -0 5  1 7 5  6. 6 2 E -0 3  2 6 7  1. 0 9 E -0 2  3 5 9  1. 5 3 E -0 3  4 5 1  3. 3 6 E -0 5  5 4 3  6. 3 5 E -0 7  
8 4  1. 7 9 E -0 5  1 7 6  6. 7 3 E -0 3  2 6 8  1. 0 9 E -0 2  3 6 0  1. 4 8 E -0 3  4 5 2  3. 2 2 E -0 5  5 4 4  6. 0 8 E -0 7  
8 5  2. 1 3 E -0 5  1 7 7  6. 8 3 E -0 3  2 6 9  1. 0 9 E -0 2  3 6 1  1. 4 2 E -0 3  4 5 3  3. 0 8 E -0 5  5 4 5  5. 8 2 E -0 7  
8 6  2. 5 2 E -0 5  1 7 8  6. 9 4 E -0 3  2 7 0  1. 0 8 E -0 2  3 6 2  1. 3 7 E -0 3  4 5 4  2. 9 5 E -0 5  5 4 6  5. 5 8 E -0 7  
8 7  2. 9 8 E -0 5  1 7 9  7. 0 4 E -0 3  2 7 1  1. 0 8 E -0 2  3 6 3  1. 3 2 E -0 3  4 5 5  2. 8 3 E -0 5  5 4 7  5. 3 5 E -0 7  
8 8  3. 4 9 E -0 5  1 8 0  7. 1 4 E -0 3  2 7 2  1. 0 7 E -0 2  3 6 4  1. 2 7 E -0 3  4 5 6  2. 7 1 E -0 5  5 4 8  5. 1 2 E -0 7  
8 9  4. 0 8 E -0 5  1 8 1  7. 2 5 E -0 3  2 7 3  1. 0 6 E -0 2  3 6 5  1. 2 2 E -0 3  4 5 7  2. 6 0 E -0 5  5 4 9  4. 9 1 E -0 7  
9 0  4. 7 5 E -0 5  1 8 2  7. 3 5 E -0 3  2 7 4  1. 0 6 E -0 2  3 6 6  1. 1 8 E -0 3  4 5 8  2. 4 9 E -0 5  5 5 0  4. 7 0 E -0 7  
9 1  5. 5 1 E -0 5  1 8 3  7. 4 5 E -0 3  2 7 5  1. 0 5 E -0 2  3 6 7  1. 1 3 E -0 3  4 5 9  2. 3 8 E -0 5    
9 2  6. 3 5 E -0 5  1 8 4  7. 5 5 E -0 3  2 7 6  1. 0 4 E -0 2  3 6 8  1. 0 9 E -0 3  4 6 0  2. 2 8 E -0 5    
	
T a bl e	 9 -2 	V al u e s	 of	 p a r a m et e r s	 ! ! 	
!  ! ! ( ! )  !  ! ! ( ! )  !  ! ! ( ! )  !  ! ! ( ! )  !  ! ! ( ! )  !  ! ! ( ! )  
1  6. 7 0 E -3 1 5  1 0 8  7. 3 4 E -1 3  2 1 5  3. 9 1 E -0 4  3 2 2  8. 3 9 E -0 3  4 2 9  7. 4 5 E -0 3  5 3 6  1. 1 4 E -0 4  
2  9. 1 0 E -2 4 4  1 0 9  1. 1 0 E -1 2  2 1 6  4. 1 8 E -0 4  3 2 3  8. 4 7 E -0 3  4 3 0  7. 3 1 E -0 3  5 3 7  1. 0 8 E -0 4  
3  2. 2 5 E -2 0 6  1 1 0  1. 6 5 E -1 2  2 1 7  4. 4 5 E -0 4  3 2 4  8. 5 5 E -0 3  4 3 1  7. 1 7 E -0 3  5 3 8  1. 0 3 E -0 4  
4  9. 6 4 E -1 8 2  1 1 1  2. 4 4 E -1 2  2 1 8  4. 7 4 E -0 4  3 2 5  8. 6 3 E -0 3  4 3 2  7. 0 2 E -0 3  5 3 9  9. 8 1 E -0 5  
5  1. 0 0 E -1 6 3  1 1 2  3. 5 9 E -1 2  2 1 9  5. 0 4 E -0 4  3 2 6  8. 7 1 E -0 3  4 3 3  6. 8 8 E -0 3  5 4 0  9. 3 3 E -0 5  
6  1. 0 4 E -1 4 9  1 1 3  5. 2 5 E -1 2  2 2 0  5. 3 5 E -0 4  3 2 7  8. 7 8 E -0 3  4 3 4  6. 7 3 E -0 3  5 4 1  8. 8 8 E -0 5  
7  2. 3 3 E -1 3 8  1 1 4  7. 6 3 E -1 2  2 2 1  5. 6 8 E -0 4  3 2 8  8. 8 6 E -0 3  4 3 5  6. 5 8 E -0 3  5 4 2  8. 4 5 E -0 5  
8  6. 8 3 E -1 2 9  1 1 5  1. 1 0 E -1 1  2 2 2  6. 0 2 E -0 4  3 2 9  8. 9 4 E -0 3  4 3 6  6. 4 4 E -0 3  5 4 3  8. 0 4 E -0 5  
9  7. 9 7 E -1 2 1  1 1 6  1. 5 7 E -1 1  2 2 3  6. 3 7 E -0 4  3 3 0  9. 0 1 E -0 3  4 3 7  6. 2 9 E -0 3  5 4 4  7. 6 5 E -0 5  
1 0  7. 8 2 E -1 1 4  1 1 7  2. 2 4 E -1 1  2 2 4  6. 7 4 E -0 4  3 3 1  9. 0 8 E -0 3  4 3 8  6. 1 4 E -0 3  5 4 5  7. 2 8 E -0 5  
1 1  1. 0 8 E -1 0 7  1 1 8  3. 1 7 E -1 1  2 2 5  7. 1 2 E -0 4  3 3 2  9. 1 6 E -0 3  4 3 9  6. 0 0 E -0 3  5 4 6  6. 9 2 E -0 5  
1 2  3. 0 9 E -1 0 2  1 1 9  4. 4 6 E -1 1  2 2 6  7. 5 1 E -0 4  3 3 3  9. 2 3 E -0 3  4 4 0  5. 8 5 E -0 3  5 4 7  6. 5 8 E -0 5  
1 3  2. 4 0 E -9 7  1 2 0  6. 2 3 E -1 1  2 2 7  7. 9 2 E -0 4  3 3 4  9. 3 0 E -0 3  4 4 1  5. 7 0 E -0 3  5 4 8  6. 2 6 E -0 5  
1 4  6. 2 8 E -9 3  1 2 1  8. 6 5 E -1 1  2 2 8  8. 3 4 E -0 4  3 3 5  9. 3 7 E -0 3  4 4 2  5. 5 6 E -0 3  5 4 9  5. 9 6 E -0 5  
1 5  6. 5 6 E -8 9  1 2 2  1. 2 0 E -1 0  2 2 9  8. 7 8 E -0 4  3 3 6  9. 4 4 E -0 3  4 4 3  5. 4 2 E -0 3  5 5 0  5. 6 6 E -0 5  
1 6  3. 1 2 E -8 5  1 2 3  1. 6 4 E -1 0  2 3 0  9. 2 3 E -0 4  3 3 7  9. 5 1 E -0 3  4 4 4  5. 2 7 E -0 3  5 5 1  5. 3 9 E -0 5  
1 7  7. 5 1 E -8 2  1 2 4  2. 2 4 E -1 0  2 3 1  9. 6 9 E -0 4  3 3 8  9. 5 8 E -0 3  4 4 5  5. 1 3 E -0 3  5 5 2  5. 1 2 E -0 5  
1 8  9. 9 9 E -7 9  1 2 5  3. 0 5 E -1 0  2 3 2  1. 0 2 E -0 3  3 3 9  9. 6 5 E -0 3  4 4 6  4. 9 9 E -0 3  5 5 3  4. 8 7 E -0 5  
1 9  7. 8 8 E -7 6  1 2 6  4. 1 2 E -1 0  2 3 3  1. 0 7 E -0 3  3 4 0  9. 7 1 E -0 3  4 4 7  4. 8 5 E -0 3  5 5 4  4. 6 3 E -0 5  
2 0  3. 9 2 E -7 3  1 2 7  5. 5 4 E -1 0  2 3 4  1. 1 2 E -0 3  3 4 1  9. 7 8 E -0 3  4 4 8  4. 7 1 E -0 3  5 5 5  4. 4 0 E -0 5  
2 1  1. 2 9 E -7 0  1 2 8  7. 4 1 E -1 0  2 3 5  1. 1 7 E -0 3  3 4 2  9. 8 4 E -0 3  4 4 9  4. 5 8 E -0 3  5 5 6  4. 1 8 E -0 5  
2 2  2. 9 5 E -6 8  1 2 9  9. 8 6 E -1 0  2 3 6  1. 2 2 E -0 3  3 4 3  9. 9 0 E -0 3  4 5 0  4. 4 4 E -0 3  5 5 7  3. 9 8 E -0 5  
2 3  4. 8 5 E -6 6  1 3 0  1. 3 1 E -0 9  2 3 7  1. 2 8 E -0 3  3 4 4  9. 9 6 E -0 3  4 5 1  4. 3 1 E -0 3  5 5 8  3. 7 8 E -0 5  
	
9. 1	 	T h e	 v al u e s	 of	 p a r a m e t e r s	 p G	 a n d	 p M	i n	 P B M	
	 1 1 9 	
! ! ! ( ! )  !  ! ! ( ! )  !  ! ! ( ! )  !  ! ! ( ! )  !  ! ! ( ! )  !  ! ! ( ! )  
2 4  5. 8 9 E -6 4  1 3 1  1. 7 2 E -0 9  2 3 8  1. 3 3 E -0 3  3 4 5  1. 0 0 E -0 2  4 5 2  4. 1 8 E -0 3  5 5 9  3. 5 9 E -0 5  
2 5  5. 4 7 E -6 2  1 3 2  2. 2 6 E -0 9  2 3 9  1. 3 9 E -0 3  3 4 6  1. 0 1 E -0 2  4 5 3  4. 0 5 E -0 3  5 6 0  3. 4 2 E -0 5  
2 6  3. 9 6 E -6 0  1 3 3  2. 9 5 E -0 9  2 4 0  1. 4 5 E -0 3  3 4 7  1. 0 1 E -0 2  4 5 4  3. 9 3 E -0 3  5 6 1  3. 2 5 E -0 5  
2 7  2. 2 9 E -5 8  1 3 4  3. 8 4 E -0 9  2 4 1  1. 5 1 E -0 3  3 4 8  1. 0 2 E -0 2  4 5 5  3. 8 0 E -0 3  5 6 2  3. 0 9 E -0 5  
2 8  1. 0 7 E -5 6  1 3 5  4. 9 7 E -0 9  2 4 2  1. 5 7 E -0 3  3 4 9  1. 0 3 E -0 2  4 5 6  3. 6 8 E -0 3  5 6 3  2. 9 3 E -0 5  
2 9  4. 1 6 E -5 5  1 3 6  6. 4 0 E -0 9  2 4 3  1. 6 4 E -0 3  3 5 0  1. 0 3 E -0 2  4 5 7  3. 5 6 E -0 3  5 6 4  2. 7 9 E -0 5  
3 0  1. 3 5 E -5 3  1 3 7  8. 2 2 E -0 9  2 4 4  1. 7 0 E -0 3  3 5 1  1. 0 4 E -0 2  4 5 8  3. 4 4 E -0 3  5 6 5  2. 6 5 E -0 5  
3 1  3. 7 4 E -5 2  1 3 8  1. 0 5 E -0 8  2 4 5  1. 7 7 E -0 3  3 5 2  1. 0 4 E -0 2  4 5 9  3. 3 3 E -0 3  5 6 6  2. 5 2 E -0 5  
3 2  8. 8 8 E -5 1  1 3 9  1. 3 4 E -0 8  2 4 6  1. 8 3 E -0 3  3 5 3  1. 0 5 E -0 2  4 6 0  3. 2 2 E -0 3  5 6 7  2. 3 9 E -0 5  
3 3  1. 8 3 E -4 9  1 4 0  1. 6 9 E -0 8  2 4 7  1. 9 0 E -0 3  3 5 4  1. 0 5 E -0 2  4 6 1  3. 1 1 E -0 3  5 6 8  2. 2 7 E -0 5  
3 4  3. 3 2 E -4 8  1 4 1  2. 1 4 E -0 8  2 4 8  1. 9 7 E -0 3  3 5 5  1. 0 6 E -0 2  4 6 2  3. 0 0 E -0 3  5 6 9  2. 1 6 E -0 5  
3 5  5. 3 2 E -4 7  1 4 2  2. 6 9 E -0 8  2 4 9  2. 0 4 E -0 3  3 5 6  1. 0 6 E -0 2  4 6 3  2. 9 0 E -0 3  5 7 0  2. 0 5 E -0 5  
3 6  7. 6 0 E -4 6  1 4 3  3. 3 7 E -0 8  2 5 0  2. 1 1 E -0 3  3 5 7  1. 0 7 E -0 2  4 6 4  2. 7 9 E -0 3  5 7 1  1. 9 5 E -0 5  
3 7  9. 7 7 E -4 5  1 4 4  4. 2 1 E -0 8  2 5 1  2. 1 9 E -0 3  3 5 8  1. 0 7 E -0 2  4 6 5  2. 6 9 E -0 3  5 7 2  1. 8 5 E -0 5  
3 8  1. 1 3 E -4 3  1 4 5  5. 2 4 E -0 8  2 5 2  2. 2 6 E -0 3  3 5 9  1. 0 7 E -0 2  4 6 6  2. 6 0 E -0 3  5 7 3  1. 7 6 E -0 5  
3 9  1. 2 0 E -4 2  1 4 6  6. 4 9 E -0 8  2 5 3  2. 3 3 E -0 3  3 6 0  1. 0 8 E -0 2  4 6 7  2. 5 0 E -0 3  5 7 4  1. 6 7 E -0 5  
4 0  1. 1 6 E -4 1  1 4 7  8. 0 2 E -0 8  2 5 4  2. 4 1 E -0 3  3 6 1  1. 0 8 E -0 2  4 6 8  2. 4 1 E -0 3  5 7 5  1. 5 8 E -0 5  
4 1  1. 0 3 E -4 0  1 4 8  9. 8 6 E -0 8  2 5 5  2. 4 9 E -0 3  3 6 2  1. 0 9 E -0 2  4 6 9  2. 3 2 E -0 3  5 7 6  1. 5 0 E -0 5  
4 2  8. 4 9 E -4 0  1 4 9  1. 2 1 E -0 7  2 5 6  2. 5 6 E -0 3  3 6 3  1. 0 9 E -0 2  4 7 0  2. 2 4 E -0 3  5 7 7  1. 4 3 E -0 5  
4 3  6. 4 8 E -3 9  1 5 0  1. 4 8 E -0 7  2 5 7  2. 6 4 E -0 3  3 6 4  1. 0 9 E -0 2  4 7 1  2. 1 5 E -0 3  5 7 8  1. 3 6 E -0 5  
4 4  4. 6 0 E -3 8  1 5 1  1. 8 0 E -0 7  2 5 8  2. 7 2 E -0 3  3 6 5  1. 1 0 E -0 2  4 7 2  2. 0 7 E -0 3  5 7 9  1. 2 9 E -0 5  
4 5  3. 0 6 E -3 7  1 5 2  2. 1 9 E -0 7  2 5 9  2. 8 0 E -0 3  3 6 6  1. 1 0 E -0 2  4 7 3  1. 9 9 E -0 3  5 8 0  1. 2 2 E -0 5  
4 6  1. 9 1 E -3 6  1 5 3  2. 6 5 E -0 7  2 6 0  2. 8 9 E -0 3  3 6 7  1. 1 0 E -0 2  4 7 4  1. 9 1 E -0 3  5 8 1  1. 1 6 E -0 5  
4 7  1. 1 2 E -3 5  1 5 4  3. 1 9 E -0 7  2 6 1  2. 9 7 E -0 3  3 6 8  1. 1 0 E -0 2  4 7 5  1. 8 4 E -0 3  5 8 2  1. 1 0 E -0 5  
4 8  6. 2 1 E -3 5  1 5 5  3. 8 4 E -0 7  2 6 2  3. 0 5 E -0 3  3 6 9  1. 1 1 E -0 2  4 7 6  1. 7 7 E -0 3  5 8 3  1. 0 5 E -0 5  
4 9  3. 2 6 E -3 4  1 5 6  4. 6 1 E -0 7  2 6 3  3. 1 3 E -0 3  3 7 0  1. 1 1 E -0 2  4 7 7  1. 7 0 E -0 3  5 8 4  9. 9 4 E -0 6  
5 0  1. 6 3 E -3 3  1 5 7  5. 5 1 E -0 7  2 6 4  3. 2 2 E -0 3  3 7 1  1. 1 1 E -0 2  4 7 8  1. 6 3 E -0 3  5 8 5  9. 4 4 E -0 6  
5 1  7. 7 1 E -3 3  1 5 8  6. 5 7 E -0 7  2 6 5  3. 3 0 E -0 3  3 7 2  1. 1 1 E -0 2  4 7 9  1. 5 6 E -0 3  5 8 6  8. 9 6 E -0 6  
5 2  3. 4 9 E -3 2  1 5 9  7. 8 1 E -0 7  2 6 6  3. 3 9 E -0 3  3 7 3  1. 1 1 E -0 2  4 8 0  1. 5 0 E -0 3  5 8 7  8. 5 0 E -0 6  
5 3  1. 5 1 E -3 1  1 6 0  9. 2 6 E -0 7  2 6 7  3. 4 8 E -0 3  3 7 4  1. 1 2 E -0 2  4 8 1  1. 4 4 E -0 3  5 8 8  8. 0 7 E -0 6  
5 4  6. 2 4 E -3 1  1 6 1  1. 0 9 E -0 6  2 6 8  3. 5 6 E -0 3  3 7 5  1. 1 2 E -0 2  4 8 2  1. 3 8 E -0 3  5 8 9  7. 6 6 E -0 6  
5 5  2. 4 8 E -3 0  1 6 2  1. 2 9 E -0 6  2 6 9  3. 6 5 E -0 3  3 7 6  1. 1 2 E -0 2  4 8 3  1. 3 3 E -0 3  5 9 0  7. 2 7 E -0 6  
5 6  9. 4 7 E -3 0  1 6 3  1. 5 2 E -0 6  2 7 0  3. 7 4 E -0 3  3 7 7  1. 1 2 E -0 2  4 8 4  1. 2 7 E -0 3  5 9 1  6. 9 0 E -0 6  
5 7  3. 4 8 E -2 9  1 6 4  1. 7 8 E -0 6  2 7 1  3. 8 3 E -0 3  3 7 8  1. 1 2 E -0 2  4 8 5  1. 2 2 E -0 3  5 9 2  6. 5 5 E -0 6  
5 8  1. 2 3 E -2 8  1 6 5  2. 0 8 E -0 6  2 7 2  3. 9 2 E -0 3  3 7 9  1. 1 2 E -0 2  4 8 6  1. 1 7 E -0 3  5 9 3  6. 2 2 E -0 6  
5 9  4. 2 2 E -2 8  1 6 6  2. 4 3 E -0 6  2 7 3  4. 0 1 E -0 3  3 8 0  1. 1 2 E -0 2  4 8 7  1. 1 2 E -0 3  5 9 4  5. 9 0 E -0 6  
6 0  1. 4 0 E -2 7  1 6 7  2. 8 2 E -0 6  2 7 4  4. 1 0 E -0 3  3 8 1  1. 1 2 E -0 2  4 8 8  1. 0 7 E -0 3  5 9 5  5. 6 0 E -0 6  
6 1  4. 4 8 E -2 7  1 6 8  3. 2 8 E -0 6  2 7 5  4. 1 9 E -0 3  3 8 2  1. 1 2 E -0 2  4 8 9  1. 0 3 E -0 3  5 9 6  5. 3 1 E -0 6  
6 2  1. 3 9 E -2 6  1 6 9  3. 7 9 E -0 6  2 7 6  4. 2 8 E -0 3  3 8 3  1. 1 2 E -0 2  4 9 0  9. 8 3 E -0 4  5 9 7  5. 0 4 E -0 6  
6 3  4. 2 0 E -2 6  1 7 0  4. 3 8 E -0 6  2 7 7  4. 3 7 E -0 3  3 8 4  1. 1 2 E -0 2  4 9 1  9. 4 1 E -0 4  5 9 8  4. 7 8 E -0 6  
6 4  1. 2 3 E -2 5  1 7 1  5. 0 5 E -0 6  2 7 8  4. 4 6 E -0 3  3 8 5  1. 1 1 E -0 2  4 9 2  9. 0 0 E -0 4  5 9 9  4. 5 4 E -0 6  
6 5  3. 5 1 E -2 5  1 7 2  5. 8 0 E -0 6  2 7 9  4. 5 5 E -0 3  3 8 6  1. 1 1 E -0 2  4 9 3  8. 6 2 E -0 4  6 0 0  4. 3 1 E -0 6  
T h e	 v al u e s	 of	 p a r a m et e r s	 p G 	a n d	 p M  i n	 P B M	
	C h a pt e r	 9 	A p p e n di x 		
	1 2 0 	
! ! ! ( ! )  !  ! ! ( ! )  !  ! ! ( ! )  !  ! ! ( ! )  !  ! ! ( ! )  !  ! ! ( ! )  
6 6  9. 7 6 E -2 5  1 7 3  6. 6 6 E -0 6  2 8 0  4. 6 4 E -0 3  3 8 7  1. 1 1 E -0 2  4 9 4  8. 2 4 E -0 4  6 0 1  4. 0 8 E -0 6  
6 7  2. 6 4 E -2 4  1 7 4  7. 6 2 E -0 6  2 8 1  4. 7 4 E -0 3  3 8 8  1. 1 1 E -0 2  4 9 5  7. 8 9 E -0 4  6 0 2  3. 8 7 E -0 6  
6 8  6. 9 8 E -2 4  1 7 5  8. 7 0 E -0 6  2 8 2  4. 8 3 E -0 3  3 8 9  1. 1 1 E -0 2  4 9 6  7. 5 4 E -0 4  6 0 3  3. 6 8 E -0 6  
6 9  1. 8 0 E -2 3  1 7 6  9. 9 1 E -0 6  2 8 3  4. 9 2 E -0 3  3 9 0  1. 1 0 E -0 2  4 9 7  7. 2 1 E -0 4  6 0 4  3. 4 9 E -0 6  
7 0  4. 5 4 E -2 3  1 7 7  1. 1 3 E -0 5  2 8 4  5. 0 1 E -0 3  3 9 1  1. 1 0 E -0 2  4 9 8  6. 9 0 E -0 4  6 0 5  3. 3 1 E -0 6  
7 1  1. 1 2 E -2 2  1 7 8  1. 2 8 E -0 5  2 8 5  5. 1 1 E -0 3  3 9 2  1. 1 0 E -0 2  4 9 9  6. 5 9 E -0 4  6 0 6  3. 1 4 E -0 6  
7 2  2. 7 0 E -2 2  1 7 9  1. 4 5 E -0 5  2 8 6  5. 2 0 E -0 3  3 9 3  1. 0 9 E -0 2  5 0 0  6. 3 0 E -0 4  6 0 7  2. 9 8 E -0 6  
7 3  6. 3 8 E -2 2  1 8 0  1. 6 3 E -0 5  2 8 7  5. 2 9 E -0 3  3 9 4  1. 0 9 E -0 2  5 0 1  6. 0 2 E -0 4  6 0 8  2. 8 2 E -0 6  
7 4  1. 4 8 E -2 1  1 8 1  1. 8 4 E -0 5  2 8 8  5. 3 8 E -0 3  3 9 5  1. 0 8 E -0 2  5 0 2  5. 7 5 E -0 4  6 0 9  2. 6 8 E -0 6  
7 5  3. 3 6 E -2 1  1 8 2  2. 0 7 E -0 5  2 8 9  5. 4 8 E -0 3  3 9 6  1. 0 8 E -0 2  5 0 3  5. 5 0 E -0 4  6 1 0  2. 5 4 E -0 6  
7 6  7. 4 8 E -2 1  1 8 3  2. 3 3 E -0 5  2 9 0  5. 5 7 E -0 3  3 9 7  1. 0 7 E -0 2  5 0 4  5. 2 5 E -0 4  6 1 1  2. 4 1 E -0 6  
7 7  1. 6 4 E -2 0  1 8 4  2. 6 1 E -0 5  2 9 1  5. 6 6 E -0 3  3 9 8  1. 0 7 E -0 2  5 0 5  5. 0 1 E -0 4  6 1 2  2. 2 8 E -0 6  
7 8  3. 5 2 E -2 0  1 8 5  2. 9 2 E -0 5  2 9 2  5. 7 6 E -0 3  3 9 9  1. 0 6 E -0 2  5 0 6  4. 7 9 E -0 4  6 1 3  2. 1 7 E -0 6  
7 9  7. 4 5 E -2 0  1 8 6  3. 2 6 E -0 5  2 9 3  5. 8 5 E -0 3  4 0 0  1. 0 6 E -0 2  5 0 7  4. 5 7 E -0 4  6 1 4  2. 0 5 E -0 6  
8 0  1. 5 5 E -1 9  1 8 7  3. 6 3 E -0 5  2 9 4  5. 9 4 E -0 3  4 0 1  1. 0 5 E -0 2  5 0 8  4. 3 6 E -0 4  6 1 5  1. 9 5 E -0 6  
8 1  3. 1 7 E -1 9  1 8 8  4. 0 4 E -0 5  2 9 5  6. 0 3 E -0 3  4 0 2  1. 0 4 E -0 2  5 0 9  4. 1 6 E -0 4  6 1 6  1. 8 5 E -0 6  
8 2  6. 3 9 E -1 9  1 8 9  4. 4 8 E -0 5  2 9 6  6. 1 2 E -0 3  4 0 3  1. 0 4 E -0 2  5 1 0  3. 9 7 E -0 4  6 1 7  1. 7 5 E -0 6  
8 3  1. 2 7 E -1 8  1 9 0  4. 9 7 E -0 5  2 9 7  6. 2 2 E -0 3  4 0 4  1. 0 3 E -0 2  5 1 1  3. 7 9 E -0 4  6 1 8  1. 6 6 E -0 6  
8 4  2. 4 8 E -1 8  1 9 1  5. 5 0 E -0 5  2 9 8  6. 3 1 E -0 3  4 0 5  1. 0 2 E -0 2  5 1 2  3. 6 2 E -0 4  6 1 9  1. 5 7 E -0 6  
8 5  4. 7 8 E -1 8  1 9 2  6. 0 7 E -0 5  2 9 9  6. 4 0 E -0 3  4 0 6  1. 0 1 E -0 2  5 1 3  3. 4 5 E -0 4  6 2 0  1. 4 9 E -0 6  
8 6  9. 1 0 E -1 8  1 9 3  6. 6 9 E -0 5  3 0 0  6. 4 9 E -0 3  4 0 7  1. 0 1 E -0 2  5 1 4  3. 2 9 E -0 4  6 2 1  1. 4 2 E -0 6  
8 7  1. 7 1 E -1 7  1 9 4  7. 3 7 E -0 5  3 0 1  6. 5 8 E -0 3  4 0 8  9. 9 7 E -0 3  5 1 5  3. 1 4 E -0 4  6 2 2  1. 3 4 E -0 6  
8 8  3. 1 6 E -1 7  1 9 5  8. 1 0 E -0 5  3 0 2  6. 6 7 E -0 3  4 0 9  9. 8 8 E -0 3  5 1 6  3. 0 0 E -0 4  6 2 3  1. 2 7 E -0 6  
8 9  5. 7 8 E -1 7  1 9 6  8. 8 8 E -0 5  3 0 3  6. 7 6 E -0 3  4 1 0  9. 7 8 E -0 3  5 1 7  2. 8 6 E -0 4  6 2 4  1. 2 1 E -0 6  
9 0  1. 0 4 E -1 6  1 9 7  9. 7 3 E -0 5  3 0 4  6. 8 5 E -0 3  4 1 1  9. 6 8 E -0 3  5 1 8  2. 7 2 E -0 4  6 2 5  1. 1 4 E -0 6  
9 1  1. 8 6 E -1 6  1 9 8  1. 0 6 E -0 4  3 0 5  6. 9 4 E -0 3  4 1 2  9. 5 8 E -0 3  5 1 9  2. 6 0 E -0 4  6 2 6  1. 0 8 E -0 6  
9 2  3. 2 9 E -1 6  1 9 9  1. 1 6 E -0 4  3 0 6  7. 0 3 E -0 3  4 1 3  9. 4 8 E -0 3  5 2 0  2. 4 8 E -0 4  6 2 7  1. 0 3 E -0 6  
9 3  5. 7 3 E -1 6  2 0 0  1. 2 7 E -0 4  3 0 7  7. 1 2 E -0 3  4 1 4  9. 3 7 E -0 3  5 2 1  2. 3 6 E -0 4  6 2 8  9. 7 4 E -0 7  
9 4  9. 8 8 E -1 6  2 0 1  1. 3 8 E -0 4  3 0 8  7. 2 1 E -0 3  4 1 5  9. 2 6 E -0 3  5 2 2  2. 2 5 E -0 4  6 2 9  9. 2 4 E -0 7  
9 5  1. 6 9 E -1 5  2 0 2  1. 5 0 E -0 4  3 0 9  7. 2 9 E -0 3  4 1 6  9. 1 5 E -0 3  5 2 3  2. 1 4 E -0 4  6 3 0  8. 7 6 E -0 7  
9 6  2. 8 5 E -1 5  2 0 3  1. 6 3 E -0 4  3 1 0  7. 3 8 E -0 3  4 1 7  9. 0 3 E -0 3  5 2 4  2. 0 4 E -0 4  6 3 1  8. 3 0 E -0 7  
9 7  4. 7 6 E -1 5  2 0 4  1. 7 6 E -0 4  3 1 1  7. 4 7 E -0 3  4 1 8  8. 9 1 E -0 3  5 2 5  1. 9 5 E -0 4  6 3 2  7. 8 7 E -0 7  
9 8  7. 8 7 E -1 5  2 0 5  1. 9 1 E -0 4  3 1 2  7. 5 6 E -0 3  4 1 9  8. 7 9 E -0 3  5 2 6  1. 8 5 E -0 4  6 3 3  7. 4 6 E -0 7  
9 9  1. 2 9 E -1 4  2 0 6  2. 0 6 E -0 4  3 1 3  7. 6 4 E -0 3  4 2 0  8. 6 7 E -0 3  5 2 7  1. 7 7 E -0 4  6 3 4  7. 0 7 E -0 7  
1 0 0  2. 0 9 E -1 4  2 0 7  2. 2 3 E -0 4  3 1 4  7. 7 3 E -0 3  4 2 1  8. 5 4 E -0 3  5 2 8  1. 6 8 E -0 4  6 3 5  6. 7 0 E -0 7  
1 0 1  3. 3 6 E -1 4  2 0 8  2. 4 0 E -0 4  3 1 5  7. 8 1 E -0 3  4 2 2  8. 4 1 E -0 3  5 2 9  1. 6 0 E -0 4  6 3 6  6. 3 5 E -0 7  
1 0 2  5. 3 6 E -1 4  2 0 9  2. 5 8 E -0 4  3 1 6  7. 9 0 E -0 3  4 2 3  8. 2 8 E -0 3  5 3 0  1. 5 3 E -0 4  6 3 7  6. 0 2 E -0 7  
1 0 3  8. 4 6 E -1 4  2 1 0  2. 7 8 E -0 4  3 1 7  7. 9 8 E -0 3  4 2 4  8. 1 5 E -0 3  5 3 1  1. 4 5 E -0 4    
1 0 4  1. 3 3 E -1 3  2 1 1  2. 9 8 E -0 4  3 1 8  8. 0 6 E -0 3  4 2 5  8. 0 1 E -0 3  5 3 2  1. 3 8 E -0 4    
1 0 5  2. 0 6 E -1 3  2 1 2  3. 2 0 E -0 4  3 1 9  8. 1 5 E -0 3  4 2 6  7. 8 7 E -0 3  5 3 3  1. 3 2 E -0 4    
1 0 6  3. 1 7 E -1 3  2 1 3  3. 4 2 E -0 4  3 2 0  8. 2 3 E -0 3  4 2 7  7. 7 4 E -0 3  5 3 4  1. 2 5 E -0 4    
1 0 7  4. 8 4 E -1 3  2 1 4  3. 6 6 E -0 4  3 2 1  8. 3 1 E -0 3  4 2 8  7. 5 9 E -0 3  5 3 5  1. 1 9 E -0 4    
	
9. 2	 	P a r a m et e r	 v al u e s	f o r	 a r r e st e d	 c ell s	i n	 P B M	 M o d el	 3	 a n d	 M o d el 4 	
	 1 2 1 	
9. 2	  P ar a m et er	 v al u e s	 f or	 arr e st e d	 c ell s	i n	P B M	 M o d el	 3	 a n d	 M o d el 4 	
I n	 C h a pt e r	 3 :	3. 2. 2. 2	 ,	  w e	 si m ul at e d	 P B M	  m o d el	 3	 a n d	  M o d el	 4.	  W e	 di d	 t h r e e	
p ai r s	 of	 si m ul ati o n s	 f o r	 c o m p a ri s o n 	(( 1)	 G S e n 	=	  M S e n 	;	( 2)	 G S e n 	< 	M S e n 	;	 ( 3)	 G S e n 	> 	
M S e n ).	 F o r	 e a c h	 p ai r	 of	 si m ul ati o n,	t h e	 v al u e s	 of	 p a r a m et e r s	 w e r e	li st e d	 a n d	i niti al	
G 1	 p h a s e	 d u r ati o n s	 w e r e	 si m ul at e d	( T a bl e	 9 -3 ,	T a bl e	 9 -4 	a n d	 T a bl e	 9 -5 ).	
T a bl e	 9 -3 	V al u e s	 of	 p a r a m et e r s	i n	 M o d e l	 3	 a n d	 M o d el 4	f o r	 si m ul ati o n	 ( 1 )	
 G r a d e d r e s p o n s e  
 1 st  G 1 ( Sti m ul at e d at G 1 p h a s e )  2 n d  G 1 ( Sti m ul at e d at S / G 2 / M p h a s e )  
 ! !!  ! ! " # $!  ( h )  ! " # ! ! " #  !  ( h )  ! !!  ! ! " # $!  ( h )  ! " # ! ! " #  !  ( h )  
1  0  8. 1  1. 8  0  8. 1  1. 8  
2  1  1 2. 3  1. 8  1  1 2. 3  1. 8  
3  1  1 6. 5  1. 8  1  1 6. 5  1. 8  
4  1  2 0. 7  1. 8  1  2 0. 7  1. 8  
5  1  2 4. 9  1. 8  1  2 4. 9  1. 8  
6  1  2 9. 1  1. 8  1  2 9. 1  1. 8  
7  1  3 3. 2  1. 8  1  3 3. 2  1. 8  
8  1  3 7. 4  1. 8  1  3 7. 4  1. 8  
9  1  4 1. 6  1. 8  1  4 1. 6  1. 8  
1 0  1  4 5. 8  1. 8  1  4 5. 8  1. 8  
1 1  1  5 0  1. 8  1  5 0  1. 8  
 All - o r - n o n e r e s p o n s e  
 1 st  G 1 ( Sti m ul at e d at G 1 p h a s e )  2 n d  G 1 ( Sti m ul at e d at S / G 2 / M p h a s e )  
	 ! !! 	 ! !!  ( h ) 	 ! " # !  !  ( h ) 	 ! !! 	 ! ! ! " #!  ( h ) 	 ! " # ! ! " #  !  ( h ) 	
1  0  8. 1  1. 8  0  8. 1  1. 8  
2  0. 1  4 0. 5  4. 5  0. 1  4 0. 5  4. 5  
3  0. 2  4 0. 5  4. 5  0. 2  4 0. 5  4. 5  
4  0. 3  4 0. 5  4. 5  0. 3  4 0. 5  4. 5  
5  0. 4  4 0. 5  4. 5  0. 4  4 0. 5  4. 5  
6  0. 5  4 0. 5  4. 5  0. 5  4 0. 5  4. 5  
7  0. 6  4 0. 5  4. 5  0. 6  4 0. 5  4. 5  
8  0. 7  4 0. 5  4. 5  0. 7  4 0. 5  4. 5  
9  0. 8  4 0. 5  4. 5  0. 8  4 0. 5  4. 5  
1 0  0. 9  4 0. 5  4. 5  0. 9  4 0. 5  4. 5  
1 1  1  4 0. 5  4. 5  1  4 0. 5  4. 5  
*\ 4 ' :& $ %* V* _ : : $ ) 0" Y**
*Q U U*
*
7" $ 4 , &' O? 1' 6 < &' 0 1' 5 < ) + &' 3 4 , )2" / #' 3" +2 ," B 42" / # +' /A' ( &%% +'" #'2 < &'" #"2" )%' ( / # 3"2" / # +' /A' +" 9 4% )2" / #'
X 1 Z? ''6 _ X* 5 % ' 0 $ 0* % $ # : ( ) # $m* ! !! ! " # ! ! !! ! " # m*&4 $* ' % % $ #& $ 0* 5 Q* 0 , % '&" ( ) #* (?* & 4 $* 3 $.. #* #&" 2 ,. '& $ 0*" )* 5 Q*( %* F K 5 U K E* : 4 ' # $*  > $ % $* ?"&&" ) /* & (* & 4 $* # ' 2 $* 0" #& %" = ,&" ( ) m!! !! ! " # L* & 4 $*  2 $ ' )* (?* ' % % $ #& $ 0*  5 Q* : 4 ' # $*0 , % '&" ( )* ? ( %* & 4 $* 3 $.. #* ' % % $ #& $ 0* '&* Q #& *5 Qm* ! !! ! " # L* & 4 $*  2 $ ' )* (?* ' % % $ #& $ 0*  5 Q* : 4 ' # $* 0 , % '&" ( )* ? ( %* & 4 $*3 $.. #* ' % % $ #& $ 0* '&* U ) 0 *5 Q7* 6 9 X* _.. B( % B) ( ) $* % $ # : ( ) # $m* ! ! !! ! !! !! m*&4 $* 3 $.. #* #&" 2 ,. '& $ 0*" )* 5 Q* ( %* F K 5 U K E*: 4 ' # $* 4 ' 0* & 4 $* # ' 2 $* : % ( = ' ="."&" $ #* & (* = $* ' % % $ #& $ 0 m*! ! !! L* & 4 $* : % ( = ' ="."& ;* (?* = $" ) /* ' % % $ #& $ 0*  > 4 $ )*#&" 2 ,. '& $ 0* " )*  5 Q* : 4 ' # $m* ! !! L* & 4 $* : % ( = ' ="."& ;* (?* = $" ) /* '?? $ 3& $ 0*  > 4 $ )* #&" 2 ,. '& $ 0* " )* F K 5 U K E* : 4 ' # $m *9. , $* 0" #& %" = ,&" ( ) #L* , ) '?? $ 3& $ 0* 3 $.. #m* 5 % $ $ )* 0" #& %" = ,&" ( ) #L* ' % % $ #& $ 0* 3 $.. # 7*
* *
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 8. 1
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 1 2. 3
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 1 6. 5
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 2 0. 7
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 2 4. 9
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 2 9. 1
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 3 3. 2
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 3 7. 4
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 4 1. 6
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 4 5. 8
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 5 0
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 8. 1
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 1 2. 3
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 1 6. 5
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 2 0. 7
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 2 4. 9
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 2 9. 1
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 3 3. 2
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 3 7. 4
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 4 1. 6
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 4 5. 8
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 5 0
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 1
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 2
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 3
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 4
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 5
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 6
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 7
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 8
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 9
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 1
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 1
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 2
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 3
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 4
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 5
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 6
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 7
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 8
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 9
0 2 0 4 0 6 0
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9. 2	 	P a r a m et e r	 v al u e s	f o r	 a r r e st e d	 c ell s	i n	 P B M	 M o d el	 3	 a n d	 M o d el 4 	
	 1 2 3 	
T a bl e	 9 -4 	V al u e s	 of	 p a r a m et e r s	i n	 M o d el	 3	 a n d	 M o d el 4	f o r	 si m ul ati o n	 ( 2 ) 	
 G r a d e d r e s p o n s e  
 1 st  G 1 ( Sti m ul at e d at G 1 p h a s e )  2 n d  G 1 ( Sti m ul at e d at S / G 2 / M p h a s e )  
 ! !!  ! ! " # $!  ( h )  ! " # ! ! " #  !  ( h )  ! !!  ! ! " # $!  ( h )  ! " # ! ! " #  !  ( h )  
1  0  8. 1  1. 8  0  8. 1  1. 8  
2  1  1 2. 3  1. 8  1  1 3. 3  1. 8  
3  1  1 6. 5  1. 8  1  1 8. 5  1. 8  
4  1  2 0. 7  1. 8  1  2 3. 7  1. 8  
5  1  2 4. 9  1. 8  1  2 8. 9  1. 8  
6  1  2 9. 1  1. 8  1  3 4. 1  1. 8  
7  1  3 3. 2  1. 8  1  3 9. 2  1. 8  
8  1  3 7. 4  1. 8  1  4 4. 4  1. 8  
9  1  4 1. 6  1. 8  1  4 9. 6  1. 8  
1 0  1  4 5. 8  1. 8  1  5 4. 8  1. 8  
1 1  1  5 0  1. 8  1  6 0. 0  1. 8  
 All - o r - n o n e r e s p o n s e  
 1 st  G 1 ( Sti m ul at e d at G 1 p h a s e )  2 n d  G 1 ( Sti m ul at e d at S / G 2 / M p h a s e )  
	 ! !! 	 ! !!  ( h ) 	 ! " # !  !  ( h ) 	 ! !! 	 ! ! ! " #!  ( h ) 	 ! " # ! ! " #  !  ( h ) 	
1  0  8. 1  1. 8  0  8. 1  1. 8  
2  0. 0 8  4 0. 5  4. 5  0. 1  4 0. 5  4. 5  
3  0. 1 6  4 0. 5  4. 5  0. 2  4 0. 5  4. 5  
4  0. 2 4  4 0. 5  4. 5  0. 3  4 0. 5  4. 5  
5  0. 3 2  4 0. 5  4. 5  0. 4  4 0. 5  4. 5  
6  0. 4  4 0. 5  4. 5  0. 5  4 0. 5  4. 5  
7  0. 4 8  4 0. 5  4. 5  0. 6  4 0. 5  4. 5  
8  0. 5 6  4 0. 5  4. 5  0. 7  4 0. 5  4. 5  
9  0. 6 4  4 0. 5  4. 5  0. 8  4 0. 5  4. 5  
1 0  0. 7 2  4 0. 5  4. 5  0. 9  4 0. 5  4. 5  
1 1  0. 8  4 0. 5  4. 5  1  4 0. 5  4. 5  
*\ 4 ' :& $ %* V* _ : : $ ) 0" Y**
*Q U T*
*
7" $ 4 , &' O? E' 6 < &' 0 1' 5 < ) + &' 3 4 , )2" / #' 3" +2 ," B 42" / # +' /A' ( &%% +'" #'2 < &'" #"2" )%' ( / # 3"2" / # +' /A' +" 9 4% )2" / #'
X E Z? ' ' 6 _ X* 6 _ X*  5 % ' 0 $ 0* % $ # : ( ) # $m* ! !! ! " # ! ! !! ! " # m* &4 $* ' D $ % ' / $* ' % % $ #& $ 0*  5 Q* 0 , % '&" ( ) * (?* & 4 $* 3 $.. #*#&" 2 ,. '& $ 0*" )* 5 Q*" #* # 4 ( %& $ % *& 4 ' )* 3 $.. #* #&" 2 ,. '& $ 0* '&* F K 5 U K E* : 4 ' # $m*!! !! ! " # L*& 4 $* 2 $ ' )* (?* ' % % $ #& $ 0* 5 Q*: 4 ' # $* 0 , % '&" ( )*? ( %* & 4 $* 3 $.. #* ' % % $ #& $ 0* '&* Q #& *5 Qm* ! !! ! " # L* & 4 $* 2 $ ' )* (?* ' % % $ #& $ 0* 5 Q* : 4 ' # $* 0 , % '&" ( )*? ( %*& 4 $*3 $.. #* ' % % $ #& $ 0* '&* U ) 0 *5 Q7* 6 9 X* _.. B( % B) ( ) $* % $ # : ( ) # $m* !! ! !! ! !! !! m* &4 $* 3 $.. #* #&" 2 ,. '& $ 0*" )* 5 Q* : 4 ' # $*4 ' 0* & 4 $* # 2 '.. $ % * : % ( = ' ="."& ;* & (* = $* ' % % $ #& $ 0* & 4 ' )* " )* F K 5 U K E* : 4 ' # $ *! ! !! L* & 4 $* : % ( = ' ="."& ;* (?* = $" ) /*' % % $ #& $ 0*  > 4 $ )* #&" 2 ,. '& $ 0* " )*  5 Q* : 4 ' # $m* ! !! L* & 4 $* : % ( = ' ="."& ;* (?* = $" ) /* '?? $ 3& $ 0*  > 4 $ )* #&" 2 ,. '& $ 0* " )*F K 5 U K E* : 4 ' # $m *9. , $* 0" #& %" = ,&" ( ) #L* , ) '?? $ 3& $ 0* 3 $.. #m* 5 % $ $ )* 0" #& %" = ,&" ( ) #L* ' % % $ #& $ 0* 3 $.. #7 *
* *
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 0 8
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 1 6
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 2 4
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 3 2
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 4
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 4 8
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 5 6
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 6 4
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 7 2
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 8
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 1
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 2
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 3
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 4
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 5
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 6
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 7
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 8
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 9
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 1
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 8. 1
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 1 2. 3
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 1 6. 5
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 2 0. 7
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 2 4. 9
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 2 9. 1
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 3 3. 2
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 3 7. 4
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 4 1. 6
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 4 5. 8
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 5 0
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 8. 1
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 1 3. 3
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 1 8. 5
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 2 3. 7
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 2 8. 9
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 3 4. 1
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 3 9. 2
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 4 4. 4
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 4 9. 6
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 5 4. 8
0 2 0 4 0 6 0
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9. 2	 	P a r a m et e r	 v a l u e s	f o r	 a r r e st e d	 c ell s	i n	 P B M	 M o d el	 3	 a n d	 M o d el 4	
	 1 2 5 	
T a bl e	 9 -5 	V al u e s	 of	 p a r a m et e r s	i n	 M o d el	 3	 a n d	 M o d el 4	f o r	 si m ul ati o n	 ( 3 ) 	
 G r a d e d r e s p o n s e  
 1 st  G 1 ( Sti m ul at e d at G 1 p h a s e )  2 n d  G 1 ( Sti m ul at e d at S / G 2 / M p h a s e )  
 ! !!  ! ! " # $!  ( h )  ! " # ! ! " #  !  ( h )  ! !!  ! ! " # $!  ( h )  ! " # ! ! " #  !  ( h )  
1  0  8. 1  1. 8  0  8. 1  1. 8  
2  1  1 2. 3  1. 8  1  1 1. 3  1. 8  
3  1  1 6. 5  1. 8  1  1 4. 5  1. 8  
4  1  2 0. 7  1. 8  1  1 7. 7  1. 8  
5  1  2 4. 9  1. 8  1  2 0. 9  1. 8  
6  1  2 9. 1  1. 8  1  2 4. 1  1. 8  
7  1  3 3. 2  1. 8  1  2 7. 2  1. 8  
8  1  3 7. 4  1. 8  1  3 0. 4  1. 8  
9  1  4 1. 6  1. 8  1  3 3. 6  1. 8  
1 0  1  4 5. 8  1. 8  1  3 6. 8  1. 8  
1 1  1  5 0  1. 8  1  4 0. 0  1. 8  
 All - o r - n o n e r e s p o n s e  
 1 st  G 1 ( Sti m ul at e d at G 1 p h a s e )  2 n d  G 1 ( Sti m ul at e d at S / G 2 / M p h a s e )  
	 ! !! 	 ! !!  ( h ) 	 ! " # !  !  ( h ) 	 ! !! 	 ! ! ! " #!  ( h ) 	 ! " # ! ! " #  !  ( h ) 	
1  0  8. 1  1. 8  0  8. 1  1. 8  
2  0. 1  4 0. 5  4. 5  0. 0 8  4 0. 5  4. 5  
3  0. 2  4 0. 5  4. 5  0. 1 6  4 0. 5  4. 5  
4  0. 3  4 0. 5  4. 5  0. 2 4  4 0. 5  4. 5  
5  0. 4  4 0. 5  4. 5  0. 3 2  4 0. 5  4. 5  
6  0. 5  4 0. 5  4. 5  0. 4  4 0. 5  4. 5  
7  0. 6  4 0. 5  4. 5  0. 4 8  4 0. 5  4. 5  
8  0. 7  4 0. 5  4. 5  0. 5 6  4 0. 5  4. 5  
9  0. 8  4 0. 5  4. 5  0. 6 4  4 0. 5  4. 5  
1 0  0. 9  4 0. 5  4. 5  0. 7 2  4 0. 5  4. 5  
1 1  1  4 0. 5  4. 5  0. 8  4 0. 5  4. 5  
*\ 4 ' :& $ %* V* _ : : $ ) 0" Y**
*Q U h*
*
7" $ 4 , &' O? F' 6 < &' 0 1' 5 < ) + &' 3 4 , )2" / #' 3" +2 ," B 42" / # +' /A' ( &%% +'" #'2 < &'" #"2" )%' ( / # 3"2" / # +' /A' +" 9 4% )2" / #'
X F Z? ''6 _ X* 5 % ' 0 $ 0* % $ # : ( ) # $m* ! !! ! " # ! ! !! ! " # m*&4 $* ' D $ % ' / $* ' % % $ #& $ 0* 5 Q* 0 , % '&" ( ) *(?*& 4 $* 3 $.. #* #&" 2 ,. '& $ 0*" )*  5 Q* " #* . ( ) / $ %* & 4 ' )* 3 $.. #* #&" 2 ,. '& $ 0* '&* F K 5 U K E* : 4 ' # $m!! !! ! " # L* & 4 $* 2 $ ' )* (?* ' % % $ #& $ 0*  5 Q* : 4 ' # $*0 , % '&" ( )* ? ( %* & 4 $* 3 $.. #* ' % % $ #& $ 0* '&* Q #& *5 Qm* ! !! ! " # L* & 4 $*  2 $ ' )* (?* ' % % $ #& $ 0*  5 Q* : 4 ' # $* 0 , % '&" ( )* ? ( %* & 4 $*3 $.. #* ' % % $ #& $ 0* '&* U ) 0 *5 Q7* 6 9 X* _.. B( % B) ( ) $* % $ # : ( ) # $m* ! ! !! ! !! !! m* &4 $* 3 $.. #* #&" 2 ,. '& $ 0*" )* 5 Q* : 4 ' # $* 4 ' 0*& 4 $*. ' % / $ %* : % ( = ' ="."& ;* & (* = $* ' % %$ #& $ 0* & 4 ' )*" )* F K 5 U K E* : 4 ' # $ m*! ! !! L*& 4 $* : % ( = ' ="."& ;* (?* = $" ) /* ' % % $ #& $ 0*> 4 $ )* #&" 2 ,. '& $ 0* " )*  5 Q* : 4 ' # $m* ! !! L* & 4 $* : % ( = ' ="."& ;* (?* = $" ) /* '?? $ 3& $ 0*  > 4 $ )* #&" 2 ,. '& $ 0* " )* F K 5 U K E*: 4 ' # $m *9. , $* 0" #& %" = ,&" ( ) #L* , ) '?? $ 3& $ 0* 3 $.. #m* 5 % $ $ )* 0" #& %" = ,&" ( ) #L* ' % % $ #& $ 0* 3 $.. #7 *
* *
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 1
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 2
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 3
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 4
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 5
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 6
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 7
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 8
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 0. 9
0 2 0 4 0 6 0
p ,G = 1
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 0 8
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 1 6
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 2 4
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 3 2
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 4
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 4 8
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 5 6
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 6 4
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 7 2
0 2 0 4 0 6 0
p ,M = 0. 8
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 8. 1
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 1 2. 3
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 1 6. 5
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 2 0. 7
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 2 4. 9
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 2 9. 1
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 3 3. 2
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 3 7. 4
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 4 1. 6
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 4 5. 8
0 2 0 4 0 6 0
D ,1 st  G = 5 0
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 8. 1
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 1 1. 3
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 1 4. 5
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 1 7. 7
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 2 0. 9
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 2 4. 1
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 2 7. 2
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 3 0. 4
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 3 3. 6
0 2 0 4 0 6 0
D ,2 n d G = 3 6. 8
0 2 0 4 0 6 0
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9. 3	 	V ali d ati o n	 of	 m et h o d	f o r	 d at a	 s c ali n g 	
	 1 2 7 	
9. 3	  V ali d ati o n	 of	 m et h o d	f or	 d at a	 s c ali n g 	
9. 3. 1	  M et h o d	 d e s cri pti o n 	
W e	f o u n d	t h at	t h e	f r a cti o n	 of	 c ell s	i n	 G 1	 p h a s e	 w a s	 n ot	 c o n st a nt	i n	t h e	 c o nt r ol	
g r o u p	 ( u nt r e at e d	 c ell s).	 T h e r e	 w e r e	 s o m e	 fl u ct u ati o n s	 ( ± 1 0 %)	 o v e r	 ti m e,	 c a u s e d	
b y	 s e v e r al	 li g a n d	 i n d e p e n d e nt	 f a ct o r s,	 e . g.,	 m e di u m	 c h a n g e.	  T h u s	 t h e	 c u r v e	
d e s c ri bi n g	 t h e	 r e s p o n s e s	 of	 e x p e ri m e nt al	 g r o u p s	 ( R t ot al)	 a ct u all y	 i n cl u d e d	 t w o	
p a rt s:	 li g a n d	 d e p e n d e nt	 r e s p o n s e	 ( L D R)	 a n d	 li g a n d	 i n d e p e n d e nt	 fl u ct u ati o n s	
( LI F).	 Si n c e	  w e	 f o c u s e d	 o n	 li g a n d	 d e p e n d e nt	  G 1	 a r r e st	 a n d	 o nl y	 t h e	 li g a n d	
d e p e n d e nt	 r e s p o n s e	 ( L D R)	  w a s 	 i n cl u d e d	 i n	  m o d eli n g,	 t o	 c o m p a r e	  m o d el	
si m ul ati o n	  wit h	 e x p e ri m e nt al	 d at a,	  w e	  w o ul d	 li k e	 t o	 e x cl u d e	 t h e	 li g a n d	
i n d e p e n d e nt	fl u ct u ati o n s	( LI F)	f r o m	t h e	 e x p e ri m e nt al	 d at a.		
M at h e m ati c all y,	t h e	 LI F	 c o ul d	 b e	 c al c ul at e d	 b y	 s ol vi n g	t h e	 e q u ati o n s	 ( E q u ati o n	
1 6 	a n d 	1 7 ).	  H o w e v e r,	 it	  w a s	 t o o	 c o m pli c at e	 t o	 s ol v e	 t h e m	 a n d	 c al c ul at e d	 LI F	 of	
e a c h	 e x p e ri m e nt.	 T h e	 LI F	 w a s	 e sti m at e d	 b y	 c al c ul ati n g	t h e	 diff e r e n c e	 b et w e e n	t h e	
c u r v e	 d e s c ri bi n g	 t h e	  G 1	 f r a cti o n	 o v e r	 ti m e	 of	 u nt r e at e d	 c ell s	 i n	 e x p e ri m e nt s	
( C E x p e ri m e nt ,	i n cl u di n g	 LI F)	 a n d	 t h at	i n	 m o d el	 si m ul ati o n	 ( CM o d el ,	 q u a si-st e a d y	 st at e)	
(E q u ati o n	 2 7 ,	Fi g u r e	 9 .4 ).		
 !" # = ! ! " # $ %& ' $ ( ) − ! ! " # $%  (2 7 )	
	
	
Fi g u r e	 9 .4 	 S c h e m ati c	 s h o wi n g	 t h e	  m et h o d	 of	 e sti m ati n g	 li g a n d	 i n d e p e n d e nt	 fl u ct u ati o n s	
( LI F ). 	 	 	T h e	 li g a n d	 i n d e p e n d e nt	 fl u ct u ati o n s	 (LI F)	  w e r e	 e sti m at e d	 b y	 c al c ul ati n g	 t h e	 diff e r e n c e	












C E x p eri m e nt 	
C M o d el 	
LI F	
	C h a pt e r	 9 	A p p e n di x 		
	1 2 8 	
Aft e r	 t h at,	 t h e	 L D R 	 of	 all	 t h e	 e x p e ri m e nt al	 d at a	 c o ul d	 b e	 e sti m at e d	 b y	
s u bt r a cti n g	 LI F	f r o m	 R t ot al	(E q u ati o n	 2 8 ).	T h e	 L D R 	of	 e x p e ri m e nt al	 d at a	 a n d	 m o d el	
si m ul ati o n s	 w e r e	 c o m p a r e d. 	
 ! " # ≈ ! " # ′ = ! ! " ! !" − !" #  (2 8 )	
9. 3. 2	  M et h o d	 v ali d ati o n 	
N e xt,	 w hil e	 t hi s	 m et h o d	 w a s	 diffi c ult	 t o	 t e st	 e x p e ri m e nt all y,	 w e	 v ali d at e d	 t hi s	
m et h o d	 b y	  m o d el	 si m ul ati o n.	  W e	 si m ul at e d	 p s e u d o d at a s	 ! " # 	a n d 	! ! " ! #$ ,	 t h e n	
c al c ul at e d	 !" # 	a n d	 ! " # ′	(T a bl e	 9 -6 ).	 If	 t h e	! " ! ! 	a n d	 ! " # 	w e r e	 si mil a r,	  w e	 c o ul d	
u s e	 t h e	 ! " ! ! 	t o	 r e p r e s e nt	! " # .	  H e r e,	 3 0	 r a n d o ml y	 s el e ct e d	 s et s	 of	 si m ul ati o n s	
w e r e	 s h o w n	( T a bl e	 9 -7 	a n d	 Fi g u r e	 9 .5 ).	
T a bl e	 9 -6 	E q u ati o n s	 a n d	 a n n ot ati o n s	 of	 si m ul at e d	 d at a	 	
 D a t a  E q u a ti o n s a n d A n n o t a ti o n s  
1  !   
! ( ! ,! ,! ,! )  
C o nt r ol d at a: T h e p s e u d o d at a f o r  t h e c u r v e d e s c ri bi n g c ell s wit h o ut 
t r e at m e nt w a s si m ul at e d b y s etti n g A P p a r a m et e r s a s p 1 = 0 , p 2 = 0 , p 3 = 0  
a n d  p 4 = 0 . 
2  ! !  
! ( ! "# $ % _! " ,! "# $ % _! " ,! "# $ % _! ! ,! "# $ % _! " )  
C o nt r ol d at a wit h LI F: T h e p s e u d o d at a f o r  t h e c u r v e d e s c ri bi n g c ell s wit h o ut 
t r e at m e nt wit h LI F w a s si m ul at e d b y s etti n g A P p a r a m et e r s a s p 1 =  
! ! !! ! _! 1 , p 2 = ! ! !! ! _! 2 , p 3 = ! ! !! ! _! 3  a n d  p 4 =  ! ! !! ! _! 4  ( T a bl e 9 -7 ) . 
3  ! " #  
! ( ! " ,! " ,! " ,! " )  
D at a of li g a n d -t r e at e d g r o u p: T h e p s e u d o d at a f o r t h e c u r v e d e s c ri bi n g c ell s 
u p o n 5 0 p M T G F β  t r e at m e nt w a s si m ul at e d b y s etti n g A P p a r a m et e r s a s 
p 1 = 0. 2 8 9 5 , p 2 = 0.1 0 5 3 , p 3 = 0. 42 3 1 a n d  p 4 = 0. 0 0 9 6 .  
4  ! ! " ! #$  
! ( ! " + ! "# $ % _! " ,! " + ! "# $ % _! " ,! " + ! "# $ % _! ! ,! " + ! "# $ % _! " )  
D at a of li g a n d -t r e at e d g r o u p wit h LI F : T h e p s e u d o d at a f o r  t h e c u r v e 
d e s c ri bi n g c ell s u p o n 5 0 p M T G F β  t r e at m e nt wit h LI F w a s si m ul at e d b y 
s etti n g A P p a r a m et e r s a s p 1 = 0. 2 8 9 5 + N oi s e_ p 1 , p2 = 0. 1 0 5 3 + N oi s e_ p 2 , 
p 3 = 0. 4 2 3 1 + N oi s e_ p 3 a n d p 4 = 0. 0 0 9 6 + N oi s e_ p 4 ( T a bl e 9 -7 ).  
5  ! " #  
! ! " # $ %& ' $ ( ) − ! ! " # $%  
E sti m at e d LI F : T h e p s e u d o d at a f o r t h e diff e r e n c e b et w e e n  t h e c u r v e 
r e p r e s e nti n g st e a d y st at e a n d  
6  ! " # !  
! ! " ! #$ − ! " #  
E sti m at e d L D R : T h e L D R  w a s  e sti m at e d  b y c al c ul ati n g t h e diff e r e n c e 
b et w e e n ! ! " ! #$  a n d ! " # . 
	
9. 3	 	V ali d ati o n	 of	 m et h o d	f o r	 d at a	 s c ali n g 	
	 1 2 9 	
T h e	 v al u e	 of	 ! "# $ % _! 1 ,! "# $ % _! 2 ,! "# $ % _! 3  ! " #  ! "# $ % _! 4 	w e r e	 o bt ai n e d	 b y	
L ati n	  H y p e r c u b e	 s a m pli n g 1 4 3 	 ( 3 0	 s et s	  w e r e	 u nif o r ml y	 s a m pl e d	 i n	 t h e	 4 -
di m e n si o n al	 s p a c e	 d u ri n g	t h e	 r a n g e	 of		[ 0,	 0. 2],	 T a bl e	 9 -7 ).	
T a bl e	 9 -7 	T h e	 n oi s e s	f o r	f o u r	 A P	 p a r a m et e r s 	
 N oi s e _ p 1  N oi s e _ p 2  N oi s e _ p 3  N oi s e _ p 4  
1  0. 0 4 0 4  0. 1 1 3 5  0. 0 1 4 3  0. 0 4 6 4  
2  0. 1 5 1 7  0. 0 8 2 9  0. 1 1 6 6  0. 0 9 6 4  
3  0. 1 6 7 0  0. 1 5 1 9  0. 0 5 9 9  0. 0 6 1 8  
4  0. 1 6 3 3  0. 0 1 4 3  0. 0 7 3 9  0. 1 0 5 5  
5  0. 1 0 9 6  0. 0 4 0 9  0. 1 3 0 6  0. 1 5 0 5  
6  0. 1 3 3 4  0. 0 9 7 9  0. 0 0 8 5  0. 1 3 9 3  
7  0. 1 7 4 9  0. 0 5 1 2  0. 0 0 5 7  0. 0 8 4 6  
8  0. 0 8 4 6  0. 0 6 1 1  0. 0 4 7 9  0. 1 8 1 5  
9  0. 0 5 9 6  0. 1 0 3 4  0. 1 0 0 6  0. 0 6 9 8  
1 0  0. 1 3 3 0  0. 0 2 6 3  0. 1 0 8 1  0. 0 8 8 2  
1 1  0. 0 6 1 2  0. 1 6 8 1  0. 0 3 5 0  0. 1 2 9 1  
1 2  0. 1 2 3 9  0. 1 6 3 8  0. 1 7 7 3  0. 0 0 7 4  
1 3  0. 0 1 0 8  0. 0 7 1 5  0. 1 6 2 0  0. 0 5 2 9  
1 4  0. 1 9 6 5  0. 0 3 7 8  0. 0 6 9 6  0. 0 3 8 8  
1 5  0. 0 3 4 1  0. 1 1 0 9  0. 1 9 6 1  0. 0 2 3 9  
1 6  0. 1 1 7 3  0. 1 2 8 0  0. 1 3 7 7  0. 1 8 8 4  
1 7  0. 0 7 6 0  0. 0 7 9 7  0. 0 2 8 6  0. 0 0 0 7  
1 8  0. 1 4 6 0  0. 1 8 1 8  0. 1 5 8 9  0. 1 7 3 2  
1 9  0. 0 0 4 4  0. 1 4 0 8  0. 0 8 6 7  0. 1 2 5 7  
2 0  0. 0 1 9 0  0. 0 0 4 8  0. 0 4 2 9  0. 0 3 0 5  
2 1  0. 1 8 5 0  0. 1 8 9 0  0. 1 8 3 0  0. 1 1 4 9  
2 2  0. 0 2 4 1  0. 1 2 5 1  0. 0 2 3 0  0. 1 4 3 2  
2 3  0. 0 7 1 5  0. 0 2 9 2  0. 0 9 5 4  0. 0 1 5 0  
2 4  0. 0 9 8 6  0. 0 5 9 5  0. 1 8 7 2  0. 1 9 8 9  
2 5  0. 0 4 9 1  0. 1 9 3 6  0. 1 4 7 0  0. 1 5 5 5  
2 6  0. 1 0 1 3  0. 1 7 5 9  0. 1 4 0 6  0. 1 0 9 2  
2 7  0. 1 5 8 6  0. 1 5 7 4  0. 0 8 9 3  0. 1 8 0 0  
2 8  0. 0 8 7 4  0. 0 1 3 1  0. 1 2 0 5  0. 0 5 5 1  
2 9  0. 1 8 8 4  0. 0 8 7 6  0. 1 7 2 6  0. 1 6 0 1  
3 0  0. 0 2 9 8  0. 1 3 6 0  0. 0 6 4 4  0. 0 7 9 1  
	
	C h a pt e r	 9 	A p p e n di x 		
	1 3 0 	
T h e	 c u r v e	 of	 L D R ’	 (Fi g u r e	 9 .5 	R e d	 s oli d	li n e)	 a n d	 t h e	 c u r v e	 of	 L D R 	(Fi g u r e	 9 .5 	
Bl u e	 s oli d	 li n e)	  w e r e	 si mil a r,	  w hi c h	 s u p p o rt	 t h e	 f e a si bilit y	 of	 t h e	  m et h o d	 u si n g	
e sti m at e d	 L D R 	(L D R ’)	t o	 r e p r e s e nt	 L DR .	
	
Fi g u r e	 9 .5 	V ali d ati o n	 of	 t h e	  m et h o d	 of	 r e p r e s e nt i n g	L D R 	( li g a n d	  d e p e n d e nt	 r e s p o n s e ) 	b y	
e sti m at e d	 L D R 	( L D R ’ ).		Bl u e	 d a s h	li n e:	 C,	 d at a	 of	 c o nt r ol	 g r o u p ;	 Bl u e	 s oli d	li n e:	 L DR ,	 d at a	 of	c ell s	
u p o n	 5 0 p M	 T G F β 	 t r e at m e nt;	 Yell o w	 d a s h	 li n e:	 C’,	 d at a	 of	 c o nt r ol	 g r o u p	  wit h	 LI F	 (li g a n d	
i n d e p e n d e nt	fl u ct u ati o n s);	 Y ell o w	 s oli d	li n e:	 Rt ot al,	d at a	 of	 T G F β -t r e at e d	 g r o u p	 wit h	 LI F;	 R e d	 s oli d	
li n e:	 L DR ’,	 e sti mat e d	 L D R .	 	
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A c k n o wl e d g e m e n t s  
Fi r st	 of	 all,	I	 w o ul d	li k e	t o	t h a n k	 m y	 P h D	 s u p e r vi s o r,	 D r.	 Z hi k e	 Zi	f o r	 gi vi n g	 m e	
t h e	 o p p o rt u nit y	 t o	 w o r k	i n	 hi s	l a b	i n	M a x	 Pl a n c k	 I n stit ut e	f o r	 M ol e c ul a r	 G e n eti c s 	
a n d	 t o	j oi n	t h e	r e s e a r c h	t r ai ni n g 	g r o u p	 of	 C o m p ut ati o n al	 S y st e m s	 Bi ol o g y 	( C S B).	I	
l e a r nt	 a	l ot	 d u ri n g	t h e	t h r e e	 y e a r s	 of	 st u d y.	
I	 al s o	  w a nt	 t o	 t h a n k	 P r of.	  D r.	 D r.	 h. c.	 E d d a	  Kli p p ,	w h o	 i s	 v e r y	 s u p p o rti v e 	a n d	
c a ri n g .	  T h a n k	 y o u	 f o r	 p a rti ci p ati n g 	 m y	  T h e si s	  A d vi s o r y	 C o m mitt e e	  m e eti n g s,	
r e vi e wi n g	 t h e	 p r oj e ct 	 p r o g r e s s	 r e p o rt s	 a n d	 p r o vi di n g	 s u g g e sti o n s 	 d u ri n g	  m y	
d o ct o r al	 st u d y.	 I	  w o ul d	 li k e	 t o	 t h a n k	D r.	 J a n a	  W olf	f o r	r e vi e wi n g	 t hi s	 t h e si s 	a n d	
p r o vi di n g	f e e d b a c k s .	
N e xt,	 m a n y	t h a n k s	 b el o n g 	t o	 m y	 c oll e a g u e s	i n	t h e	l a b,	 e s p e ci all y	t o	Y u c h a o	 w h o	
g a v e	 m e	 a	l ot 	of	 s u p p o rt s 	i n	 r e s e a r c h	a n d 	j oin e d	 m e	 o n	 m a n y	 a d v e nt u r e s 	i n	 d ail y	
lif e,	 a n d	 t o	 S u s a n n e 	f o r	 h e r	 a s si st a n c e	 i n	 c ell	 c ult u r e.	 I	 al s o	  w o ul d	 li k e	 t o	 t h a n k	
M a rji n ,	Dif a n ,	H o n g qi n g 	a n d	 D a n	 w h o	 p r o vi d e d	 a	f ri e n dl y	 w o r ki n g	 e n vi r o n m e nt.	 I	
al s o	 a p p r e ci at e	 t h e	 t e c h ni c al	 a s si st a n c e	f r o m	 t h e	 Mi c r o s c o p y 	a n d	I T 	f a cilit y	i n	 t h e	
M a x	 Pl a n c k	I n stit ut e	f o r	 M ol e c ul a r	 G e n eti c s. 	
S p e ci al	t h a n k s	 b el o n g	t o	 C S B,	 e s p e ci all y	t o 	C o r d eli a	 a n d	 M a r yl u	f o r	 all	 t h e	h el p 	
a n d	 c a ri n g.	  T h a n k s	 f o r	 p r o vi di n g	 t h e	 o p p o rt u niti e s 	 t o	  m e et	  m a n y	 r e s e a r c h e r s	
a r o u n d	 t h e	  w o rl d.	 I	 w o ul d	 li k e	 t o	 s a y	 t h a n k s	 t o	 all	 t h e	  m e m b e r s	 f o r	 t h e	 r el a x e d	
a n d	 o p e n	 at m o s p h e r e	 o n	 s ci e n c e.	 	
L a st	 b ut	 n ot	l e a st,	I	 w o ul d	li k e	t o	t h a n k	 m y	 d e a r	f a mil y	 a n d	 w o n d e rf ul	f ri e n d s.	
E s p e ci all y,	 I	  w a nt	 t o	 t h a n k	 m y	 p a r e nt s 	 f o r	 t h e	 e n dl e s s	 l o v e,	 s u p p o rt 	 a n d	
e n c o u r a g e m e nt 	t h r o u g h o ut	 m y	lif e.	
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